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T cell activation requires the interaction of the TCR with its ligand, a peptide bound to a MHC molecule. This interaction is characterized by paradoxical properties: exquisite 
specificity by a receptor of low affinity that must detect and respond to a small proportion of MHC molecules loaded with antigenic peptides within a much larger pool of MHC 
molecules presenting self-peptides. This leads to the consideration how T cells find 
antigenic peptides with sufficient density to cause its activation. 
In this study we have shown the existence of preformed oligomeric TCR and MHC complexes on the cell surface, and the involvement of such complexes in the sensitivity of the T cell response. First, we have shown that pre-activated T cells have a more and bigger preformed oligomeric TCR complexes than naïve T cells. Also we have found a correlation between the TCR oligomeric enrichment and an increased T cell sensitivity. Secondly, we have shown the existence of MHC clusters loaded with the antigen peptide in antigen presenting cells loaded with soluble peptide, but more importantly, we found that MHCp concentrates in few discrete areas of the plasma membrane in cells infected with an antigen-encoding virus. The existence of these clusters could explain how T cells are able 
to find a specific antigenic peptide with sufficient density as to promote TCR crosslinking.
Since, as we previously described, pre-activated and memory T cells have bigger TCR nanoclusters than naïve T cells, the question emerges how the size of TCR oligomers is regulated in the transition from naïve to memory T cells.  In this thesis we show that 
the relative amount of the TCR-associated CD3ζ chain in pre-activated T cells is lower 
than in naïve T cells, suggesting that the amount of CD3ζ could regulate the extent of 
TCR oligomerization. In support of this notion we show that over-expression of the CD3ζ chain reduces the size of TCR oligomers coincident with increased total TCR expression at the cell surface.  Together, these results support a model in which during naïve-memory 
differentiation T cells undergo a CD3ζ-regulated change of TCR stoichiometry that results in a process of “avidity maturation”.
SUMMARY
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Introducción
1.   Breve aproximación al sistema inmune y la respuesta 
inmunológica
2.   Los protagonistas de la Inmunidad Celular:  linfocitos T y 
APCs
Los linfocitos T circulan continuamente a través de los órganos linfoides periféricos donde escanean la 
superficie de las células presentadoras de antígeno (APCs) buscando la presencia de fragmentos peptídicos extraños unidos a moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC). La detección de esos complejos antígeno/MHC (MHCp) la llevan a cabo mediante el receptor de antígeno de la célula T (TCR), el cual transmite la información sobre las características al interior de la célula T desencadenando la activación de dicha célula.
2.1   TCR: estructura y funciónEl receptor de antígeno de las células T (TCR) juega un papel crucial tanto para el desarrollo como para la activación de los linfocitos T. Participa primero en la selección positiva y negativa del repertorio de linfocitos T durante la diferenciación tímica. Después, en la periferia, es responsable del reconocimiento de antígenos, y desencadena programas funcionales que expanden y diferencian a los clones de linfocitos T capaces de responder al antígeno.La mayoría de los linfocitos T 
rápida cuando se produce el reencuentro con el mismo antígeno. La memoria antigénica constituye la base del éxito de las vacunas (Harty and Badovinac, 2008). Existen dos tipos de respuestas inmunitarias adaptativas: la inmunidad humoral y la inmunidad celular. La inmunidad humoral es llevada a cabo por los linfocitos B y los anticuerpos, con la participación de los linfocitos T CD4+, y es el principal mecanismo de defensa contra los patógenos extracelulares y sus toxinas, mientras que la inmunidad celular, en la que se centra este trabajo, queda a cargo de los linfocitos T que se encargan de los microorganismos intracelulares como virus, protozoos y determinadas bacterias.  
El sistema inmune es el encargado de la defensa contra la infección por agentes patógenos. Se lleva a cabo mediante una respuesta innata y una respuesta adaptativa. La activación de la inmunidad innata depende del reconocimiento de aquellas estructuras comunes e invariables de los grupos de 
microorganismos afines y suministran 
una primera defensa eficaz contra las infecciones. La respuesta inmune adaptativa se caracteriza por su alta 
especificidad frente a diversas moléculas y la habilidad de desarrollar y mantener poblaciones de células memoria tras una infección o inmunización. Gracias a las células (linfocitos) de memoria se produce una respuesta mayor y más 
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expresan un TCR que está compuesto 
por el heterodímero TCRαβ que se asocia de forma no covalente al complejo multimérico CD3. Una pequeña población de linfocitos T expresa un TCR compuesto 
por un heterodímero γδ en asociación con las cadenas CD3, pero no será discutido 
en este trabajo. El heterodímero TCRαβ constituye las subunidades encargadas 
de la unión al antígeno. Cada cadena α y β está compuesta por un dominio variable, que es estructuralmente semejante al fragmento de unión al antígeno de las inmunoglobulinas y procede del reordenamiento clonotípico de los segmentos V, (D) y J de los genes que 
codifican para estas cadenas, y una región constante que incluye el péptido conector, una región transmembrana hidrófobica y una pequeña región citoplasmática (Garcia et al., 1996; Werlen and Palmer, 2002).
El complejo CD3 está formado por 
los heterodímeros CD3εδ, CD3εγ y el 
homodímero CD3ζζ (CD247), y es el encargado de la transmisión de señales al citoplasma.Cuando se produce el reconocimiento del MHCp por parte del linfocito T la señal de que el antígeno se ha unido al TCR es transmitida al interior del linfocito T por las colas citoplasmáticas de las cadenas CD3, que contienen unas secuencias llamadas “Motivos de Activación del Inmunoreceptor basados en Tirosinas” o ITAMs que son los lugares de reclutamiento de la maquinaria de transducción de señales tras la activación por el TCR. Las 
cadenas CD3γ, δ y ε contienen un único 
motivo ITAM, mientras que CD3ζ tiene 
tres. La subunidad CD3ε tiene además una secuencia rica en prolinas (PRS) implicada también en la transmisión de señales.
Fig. I1    Estructura del comple-
jo TCR/ CD3. Estructura de las subunidades del com-
plejo TCRαβ/CD3.
2.2   MHC: estructura y función
Para que un antígeno sea presentado por MHC tiene que ser procesado (la proteína se despliega y se produce una 
fragmentación proteolítica) en la APC. El epítopo presentado por el MHC es un péptido corto (entre 8 y unos 20 aminoácidos) y linearExisten dos tipos de moléculas MHC: 
27
Introducción
pesada y una cadena ligera que es la β2-
microglobulina (β2M). La cadena pesada está anclada a la membrana, y en ella se distinguen una región citoplásmica, una región transmembrana y una región extracelular. Esta última está compuesta 
por tres dominios: α1, α2, α3. Los dominios 
α1 y α2 son altamente polimórficos y este 
polimorfismo está mayoritariamente localizado alrededor de la hendidura de unión al péptido. Variaciones en los residuos que conforman dicha hendidura son las responsables de las diferentes 
especificidades de unión para sus 
correspondientes ligandos. El dominio α3 está altamente conservado e interacciona 
estrechamente con la β2M. El dominio α3 es el encargado de interaccionar con el correceptor CD8 (Salter et al., 1990).Las isoformas de las moléculas MHC, también llamadas en humanos HLA (Human 
Leulocyte Antigen), están codificadas por un número pequeño de genes, éstos son en humanos: HLA-A, B y C, y en ratón: H-2K, D y L.
MHC de clase I y MHC de clase II. Las moléculas MHC-I se unen a péptidos de entre 8-10 aminoácidos, que están 
fijados en los extremos N y C terminales por interacciones polares e hidrofóbicas altamente conservadas dentro de la hendidura de unión al péptido (Madden, 1995), mientras que las moléculas MHC-II se unen a péptidos de hasta 20 aminoácidos, extendiéndose los extremos del péptido fuera de los extremos abiertos de la hendidura del MHC-II (Stern and Wiley, 1994).Las moléculas MHC-I y MHC-II tienen funciones similares: presentan péptidos 
en la superficie celular a los linfocitos T CD8+ y CD4+, respectivamente, aunque se diferencian en el origen de estos péptidos. En el caso de las moléculas MHC-I los péptidos tienen mayoritariamente un origen intracelular, mientras que en las moléculas MHC-II es generalmente extracelular. Las moléculas MHC de clase I son heterodímeros formados por una cadena 
Fig. I2   Estructura de las molé-
culas MHC. 
A. Representación esquemática de una molécula de MHC-I (izquierda) formadas por una cadena pesada y una cadena ligera, 
la β2-microglobulina (β2m), y una molé-cula de MHC-II (derecha) formada por dos 
cadenas α y β homólogas.
B.  Estructura de las moléculas de MHC de clase I (izquierda) y MHC de clase II (dere-cha).
C.  Vista superior del dominio de unión al 
péptido α1α2 de una molécula de MHC-I.
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3.    Presentación antigénica
Como se ha mencionado, las moléculas MHC de clase I presentan péptidos de origen intracelular a linfocitos T CD8+, mientras que las moléculas MHC de clase II presentan péptidos de origen extracelular a linfocitos T CD4+. Existe un proceso alternativo para las moléculas MHC-I, la cross-presentación, en la que pueden presentar antígenos extracelulares. Además proteínas citosólicas pueden ser presentadas por MHC-II cuando estas proteínas son degradadas mediante autofagia u otras rutas. En ausencia de infección la gran mayoría de péptidos presentados por las moléculas MHC derivan de proteínas propias, pero en caso de infección también son presentados péptidos derivados de proteínas del patógeno.
Las moléculas MHC de clase II también están constituidas por un heterodímero 
formado por dos cadenas α y β ancladas 
ambas a la membrana. La cadena α 
y la cadena β contienen dominios 
extracelulares, α1 y α2, y β1 y β2, respectivamente. La hendidura de unión al péptido está formada por los dominios 
α1 y β1 y tiene una abertura a ambos lados lo que le permite acomodar un péptido mayor. Por otro lado, la intersección de 
los dominios α2 y β2 forma un hueco hidrofóbico que supone el sitio de unión para el correceptor CD4 (Konig et al., 1992). Como las moléculas MHC-I, las 
moléculas MHC-II están codificadas por 
genes polimórficos: HLA-DR, HLA-DQ y HLA-DP (en humanos), y H2-A y H2-E (en ratón).El hecho de que tanto las moléculas MHC-I como las moléulas MHC-II 
estén codificadas por genes altamente 
polimórficos implica que el repertorio de péptidos que puede ser presentado por estas moléculas sea realmente amplio, minimizando así el riesgo de que un patógeno presente antígenos que no puedan ser presentados a los linfocitos T. Además, los genes de MHC se expresan de forma codominante, de modo que los individuos expresan todos los alelos de MHC heredados de ambos padres.
3.1   Presentación antigénica por 
moléculas MHC-I 
Las moléculas MHC-I son expresadas por todas las células nucleadas y presentan fragmentos de proteínas citosólicas o nucleares. Estos antígenos son degradados por proteasomas citosólicos y nucleares y los péptidos resultantes son translocados al interior del retículo endoplasmático (ER) mediante un transportador asociado con la presentación de antígeno (TAP) para tener acceso a las moléculas MHC-I. En el ER las MHC-I son ensambladas a partir de 
la cadena pesada y la β2-microglobulina 
(β2m). El tercer elemento que se requiere para la estabilidad de este complejo es un péptido de 8-9 aminoácidos que se une a la MHC-I (Wu et al., 2002). Las moléculas MHC-I sin péptidos son estabilizadas por 
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3.2   Presentación antigénica por 
moléculas MHC-II
Las moléculas MHC-II son expresadas por APCs profesionales: células dendríticas (DCs), macrófagos y células B, y presentan péptidos que proceden de la degradación de proteínas obtenidas de los patógenos y sus productos, que están en el medio extracelular y han sido captados en las vesículas endocíticas de las células fagocíticas. Estas vesículas pasan a formar parte de un sistema de vesículas interconectadas, donde a medida que viajan hacia el interior desde la membrana plasmática su propio 
interior se acidifica. Estas vesículas se fusionan con los lisosomas, formando los fagolisosomas, dentro de los cuales proteasas e hidrolasas degradan el 
contenido de esas vesículas para producir, entre otras cosas, péptidos a partir de las proteínas y glicoproteínas.
Por otra parte, las cadenas α y β de las moléculas MHC-II son ensambladas en el ER y se asocian con la cadena invariable (Ii). Dicho complejo MHC-Ii se transporta a un endosoma tardío (MIIC) donde Ii es digerido dejando un péptido residual unido a la hendidura de MHC-II llamado CLIP. Mediante la participación de HLA-DM (H2-DM en ratón) se facilita el intercambio entre el fragmento CLIP 
y un péptido específico derivado de una proteína degradada en la ruta endosomal y a continuación las moléculas MHC-II son transportadas a la membrana para presentar el péptido cargado a las células T CD4+. (Neefjes et al., 2011).
chaperonas del ER como: calreticulina, ERp57 y tapasina (entre otras). La tapasina interacciona con TAP de modo que asocia la translocación del péptido en el ER con su unión al MHC-I. Una vez que el péptido está unido al MHC-I, las chaperonas son liberadas y los complejos MHC-I-péptido totalmente ensamblados 
dejan el ER y son transportados a través del Golgi a la membrana plasmática para presentar el antígeno a las células T CD8+. En cambio, los péptidos y las moléculas MHC-I que no se asocian en el ER vuelven al citosol para su degradación (Hughes et al., 1997).
Fig. I3   Presentación de Antígeno en molé-
culas MHC-I.Las moléculas MHC-I presentan antígenos intracelulares, que son degradados por el proteasoma, y los péptidos resultantes son traslocados mediante TAP al ER. Allí son cargados en moléculas MHC-I, y los complejos MHCp son transportados a través del Golgi a la membrana 
plasmática. (Neefjes et al., 2011).
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4.   Microclusters de TCR y sinapsis inmunológica durante la 
activación de las células T
Las células T naif circulan continuamente entre la sangre, la linfa y los órganos linfoides secundarios, tales como los ganglios linfáticos. Dentro de los órganos linfoides secundarios escanean 
la superficie de las células dendríticas en busca de la presencia de sus MHCp 
específicos. Mediante el uso de microscopía de 
fluorescencia se mostró que el TCR, tras 
el reconocimiento de su MHCp específico, 
se redistribuye en la superficie celular y se acumula en la zona de contacto con la APC, formando la sinapsis inmunológica (SI). Dentro de la sinapsis, moléculas de señalización y adhesión forman complejos de activación supramoleculares (SMACs) 
(Monks et al., 1998), que se disponen a modo de anillos concéntricos. De modo que la SI inicialmente fue caracterizada en la membrana de los linfocitos T como tres anillos concéntricos de receptores de membrana, el citoesqueleto por debajo de ellos y proteínas señalizadoras. 
El círculo interno o complejo de activación supramolecular central (cSMAC) concentra la mayoría del TCR y CD28 y está rodeado por el SMAC periférico (pSMAC) que está formado por integrinas. Finalmente, en el anillo más distal dSMAC se localizan proteínas con grandes ectodominios, como CD43 y CD45. Inicialmente se pensó que esta disposición conocida como “ojo de buey” era la responsable del mantenimiento sostenido de la señalización del TCR. Sin embargo, se ha descrito, que el TCR forma pequeños agregados, microclusters, en el anillo exterior de la sinapsis, es decir, en el dSMAC que más tarde se mueven 
centrípetamente y finalmente convergen 
en el cSMAC (Campi et al., 2005; Yokosuka et al., 2005). Estos microclusters, formados tras la unión del TCR y su ligando, tienen un diámetro de 300-800 nm y contienen aproximadamente 20-70 receptores. En estas agrupaciones se sostiene la señalización. Los microclusters 
Fig. I4   Presentación de antígeno en molécu-
las MHC-II.
Las cadenas α y β de las moléculas MHC-II se ensamblan en el ER y forman un complejo con Ii. El complejo MHC-Ii resultante se transporta a través del Golgi al compartimento MIIC. Tanto las proteínas endocitadas como Ii se degradan en el MIIC, quedando un fragmento del péptido (CLIP) asociado a la molécula MHC-II, el cual se intercambia por un péptido antigénico con la ayuda de la chaperona HLA-DM. El complejo MHC-IIp es transportado a la membrana 
plasmática para presentar el pé. (Neefjes et al., 2011).
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5.   Señalización a través del TCR
La señalización a través del TCR se inicia cuando el TCR reconoce su complejo 
MHCp específico sobre la superficie de una APC y conlleva en última instancia la activación de la transcripción de genes cuyos productos median las respuestas y las funciones de los linfocitos T activados. La unión del MHCp al TCR tiene como consecuencia la fosforilación de los ITAMs de las colas citoplasmáticas de las cadenas CD3 y el reclutamiento al PRS de 
CD3ε de la proteína adaptadora Nck. Tras la unión del TCR y el MHCp, los correceptores CD4 o CD8 se unen 
a regiones no polimórficas del MHC, 
de modo que Lck, una proteín-tirosín quinasa (PTK) de la familia Src que está 
asociada a las colas citoplasmáticas de CD4 y CD8, se aproxima a los ITAMS y los fosforila (Danielian et al., 1989; Veillette et al., 1988). Esta fosforilación genera sitios de unión para proteínas con dominios SH2 (dominio de homología a Src de tipo 2) como ZAP-70 (proteína 
asociada a CD3ζ de 70 kDa) una quinasa 
de la familia Syk y facilita su activación (Chan et al., 1992). Una vez que ZAP70 está activada fosforila a LAT (una proteína adaptadora transmembrana), lo que conduce a la estimulación de varias rutas de señalización (Zhang et al., 1998). Esto incluye activación de 
fosfolipasa C (PLC)-γ1, que cataliza la producción de inositol trifosfato 1,4,5 
recién formados además están asociados con moléculas de señalización como 
ZAP70, Lck, LAT y SLP76, pero cuando los microclusters migran hacia el cSMAC, la señalización termina y ZAP70 y SLP-76 se disocian. Por ello, se propuso que la señalización sostenida por el TCR se produce en los microclusters periféricos y que la acumulación del TCR en el cSMAC no es necesaria para la señalización. Sin embargo, recientemente se ha descrito que la implicación del cSMAC en el inicio 
o finalización de la señal está relacionada con la intensidad de la señal, ya que con un agonista fuerte no encontramos proteínas forsforiladas en el cSMAC, pero éstas si están presentes con un agonista 
débil (Cemerski et al., 2008). La importancia de los microclusters en la señalización sostenida nos lleva 
a plantearnos cómo se forman. Como se detallará más adelante, trabajos en nuestro laboratorio, mostraron que el TCR se organiza en oligómeros preexistentes, nanoclusters, en células T en reposo (Schamel et al., 2005). Posteriormente, el uso de microcopía hsPALM indicó que los nanoclusters del TCR están en áreas ricas en proteínas llamadas “Islas Proteicas” (Lillemeier et al., 2006). Además, también se encontraron nanoclusters de LAT que eran independientes de los nanoclusters de TCR. Es posible que la señalización del TCR se inicie en nanoclusters preexistentes, que aumentan de tamaño y se asocian con adaptadores y otras proteínas señalizadoras para generar los microclusters en la periferia de la SI y son responsables del sostenimiento de las señales del TCR (Alarcon et al., 2011).
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6.   Activación del TCR
En la interacción entre el TCR y el MHC sorprendente que ésta se caracterice por 
una alta sensibilidad, alta especificidad, capacidad de responder a un rango muy amplio de concentraciones, y sin embargo 
sea de baja afinidad. Además, se sabe que para que se produzca esta activación es 
suficiente con el reconocimiento de pocos 
MHCp antigénicos, pero a la vez que dos o más MHCp contacten con dos o más TCRs.
• Alta sensibilidad,  alta especificidad, 
baja afinidadEl TCR posee una gran capacidad de discriminación, ya que este receptor se puede unir tanto a moléculas MHCp 
(IP3) y diacilglicerol (DAG) desde PIP2, lo que aumenta el Ca2+ libre intracelular y activa la protein quinasa C (PKC), respectivamente. También Ras, una proteína pequeña de unión a GTP se activa y estimula la cascada de las ERK MAP quinasas (Finco et al., 1998). Juntas 
estas rutas inducen, en último lugar,  la transcripción de genes que promueven la entrada en el ciclo celular incluyendo el factor de crecimiento de las células T, interleuquina 2 (Werlen and Palmer, 2002).
Fig. I5   Primeros sucesos de señalización a partir del TCR. 
33
Introducción
antigénico como a moléculas MHCp propios, pero sólo la unión de los MHCp antigénicos produce su activación. Esto es realmente sorprendente si se tiene en cuenta que la abundancia de los complejos MHCp agonista en las APCs puede ser muy baja, y contrasta con el número de moléculas de MHCp propios, ya que las APCs presentan una concentración entre 103-104 veces mayor de MHCp propios. 
Además, la afinidad que presenta el TCR por los MHCp antigénicos puede ser sólo 10 veces mayor que la presentada por los MHCp propios y a pesar de ello, estos últimos no son capaces de provocar una respuesta (Irvine et al., 2002; Purbhoo et 
al., 2004; Sykulev et al., 1996). 
• Respuesta a un amplio rango de 
concentracionesPor otro lado, el TCR es capaz de responder diferencialmente a ligandos MHCp que presentan diferentes 
afinidades, produciendo distintas 
señales dependiendo de la afinidad de la unión. De modo que, por ejemplo, las células T maduras reconocen moléculas 
MHCp propias con baja afinidad lo que promueve su supervivencia (Ernst et al., 1999), mientras que el reconocimiento de ligandos MHCp antigénicos con 
una afinidad algo más alta permite su activación y proliferación. Además los linfocitos T pueden mostrar una respuesta no saturada a un amplio rango de concentraciones de MHCp antigénico, de modo que son capaces de mostrar efectos dosis-respuesta a 
concentraciones de ligando que difieren en 3-6 órdenes de magnitud (Cochran et al., 2000; Irvine et al., 2002). Por todo 
ello es difícil comprender cómo estas 
pequeñas diferencias en afinidad pueden 
implicar la alta especificidad que presenta el TCR por los ligandos MHCp antigénicos y cómo es posible que las células T encuentren los MHCp antigénicos con 
suficiente densidad como para inducir su activación. La clave a estas respuestas podría estar en el hecho de la necesidad de que los MHCp antigénicos se presenten de forma oligomérica para poder producir una respuesta en las células T (Abastado et al., 1995; Boniface et al., 1998) y que el TCR también se encuentre en forma oligomérica en las células T sin estimular (Schamel, 2005). De ahí, la gran importancia del estudio de la distribución tanto del TCR como del MHC sobre la 
superficie de los linfocitos T y APCs.
5.1 Modelos de activación del TCR
Teniendo en cuenta estas características, se han propuesto distintos modelos de los cuales los principales están basados en tres mecanismos: agregación, cambio conformacional ó segregación.
Modelo de agregación
Estos modelos proponen la necesidad de la agregación de los complejos MHCp en forma de MHCp multiméricos lo que permite la agregación del TCR y como consecuencia de la proximidad entre los TCRs de un agregado se produce la transfosforilación de los receptores por las tirosin quinasas asociadas. Este modelo está apoyado por el hecho de que con escasas excepciones (Irvine et 
al., 2002; Purbhoo et al., 2004; Sykulev et al., 1996) se ha mostrado que para que se produzca la activación del TCR es necesario que el MHCp se presente en forma multimérica, lo que se ha puesto 
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de manifiesto en trabajos con anticuerpos y MHCp solubles (Abastado et al., 1995; Boniface et al., 1998; Cochran et al., 2000; Stone and Stern, 2006). Además el hecho de que tanto moléculas MHC-I como MHC-II se puedan encontrar formando 
clusters en la superficie de las APCs 
(Fooksman et al., 2006; Vogt et al., 2002) refuerza esta idea. Para explicar los casos en los que un solo MHCp agonista puede inducir la activación del TCR (Irvine et 
al., 2002; Purbhoo et al., 2004; Sykulev et al., 1996) han surgido el Modelo de heterodimerización del correceptor y el Modelo del pseudodímero como variantes de este modelo.
Modelo de heterodimerización 
con el correceptor (Trautmann and Randriamampita, 2003): propone que los correceptores CD4 ó CD8 se unen al mismo complejo MHCp agonista al 
que se une el TCR, por lo que Lck se aproxima a los ITAMs de CD3 lo que media su fosforilación. Sin embargo, se ha observado que la activación del TCR puede ocurrir en ausencia de correceptores indicando que esta heterodimerización no es esencial para la actividad del TCR. Además en la mayoría de los estudios, los monómeros de MHCp agonista no son capaces de inducir la activación del TCR, indicando que la heterodimerización del 
correceptor normalmente no es suficiente para la activación del TCR.
Modelo del pseudodímero: postula un papel para las moléculas de MHCp propio en la activación del TCR (Irvine et al., 2002; Krogsgaard et al., 2007). Este modelo se basa en que dímeros solubles de MHC-II, en los cuales uno de los MHCs está cargado con el péptido agonista y 
el otro con un péptido no relacionado al péptido agonista, pueden inducir la activación de la célula T. De acuerdo con este modelo, un TCR se une a una molécula de MHCp agonista y un segundo TCR se une a una molécula de MHCp propio. Esta dimerización se favorece al asociarse el correceptor unido a una molécula de MHCp propio con una molécula de MHCp agonista. Por tanto, el pseudodímero estaría formado por la interacción de un segundo TCR con un MHCp propio y su correceptor CD4 ó CD8 con el complejo MHCp agonista. Este modelo predice que las moléculas MHCp propio aumentarían la activación del TCR, especialmente cuando la densidad del MHCp agonista es baja.
Modelo de Cambio ConformacionalSugiere que la interacción entre el TCR y un MHCp agonista produce un cambio en la conformación del TCR lo que induce una señal de activación de la célula T. El TCR en su conjunto experimenta un cambio conformacional inducido por la unión del ligando que permite que el 
PRS del tallo citoplasmático de CD3ε se una al dominio SH3 amino-terminal de 
la proteína adaptadora Nck (Gil et al., 2002). Este reclutamiento es importante tanto para el desarrollo de los linfocitos T en el timo como para su activación en la periferia (Borroto et al., 2012).Más tarde se propuso que es necesaria tanto el entrecruzamiento del TCR como el cambio conformacional (Minguet et al., 2007). Se describió que se requiere el entrecruzamiento del TCR para inducir el cambio conformacional, debido a que se requiere la reorientación de dos 
heterodímeros TCRαβ uno respecto a 
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otro. 
Modelo de SegregaciónUn tercer tipo de mecanismo propone que la unión del ligando produce la activación del TCR al producirse la segregación o redistribución del TCR con respecto a otras proteínas asociadas a la membrana. El TCR se encuentra en la membrana plasmática junto con moléculas que favorecen la señalización 
(como la tirosín quinasa Lck) y moléculas que inhiben la señalización (como las tirosín fosfatasas CD45 y CD148). Se han propuesto dos tipos de modelos de segregación:
Modelo de segregación-cinética (Davis and van der Merwe, 2006): propone que la segregación del TCR del CD45 se debe a diferencias en el tamaño de los ectodominios (van der Merwe et al., 2000). Este modelo está basado en la hipótesis de la existencia de un equilibrio dinámico 
entre las actividades fosfatasa y quinasa de la célula. En la interfase entre la APC y la célula T se forman múltiples zonas de contacto, de donde las moléculas con ectodominios grandes, como las tirosín fosfatasas CD45 y CD148 son excluidas, de modo que se favorece la fosforilación de los ITAMs.
Modelo de las balsas lipídicas: propone que la redistribución se produce por cambios en el ambiente lipídico del TCR. La unión del TCR a los complejos MHCp conduce a la asociación del TCR con balsas lipídicas, lo que aumenta la fosforilación de los ITAMs, ya que las balsas lipídicas están enriquecidas en algunas proteínas, 
como Lck, mientras que carecen de otras, como CD45. La unión entre el MHCp y el TCR puede alterar su ambiente lipídico mediante la inmovilización y/o agregación del TCR.
7.   Distribución del TCR en la superficie de las células
7.1   Existencia de TCR oligoméricosTrabajos en nuestro laboratorio (Schamel, 2005) demostraron que los 
complejos TCR existen en la superficie celular como oligómeros formados a veces por hasta más de veinte unidades. Estos complejos oligoméricos de pequeño tamaño (nanoclusters) ya están 
presentes en la superficie de células sin estimular, por lo que no se corresponden 
con las agrupaciones más grandes (microclusters) de TCR observadas tras la interacción entre el TCR y el MHCp (van der Merwe et al., 2000).La existencia de estos nanoclusters fue observada utilizando Blue Native 
Electrophoresis (BN-PAGE) y confirmada mediante el análisis de réplicas de 
la superficie celular por microscopía electrónica. Cuando sometemos a BN-
PAGE complejos TCR purificados, aislados 
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Fig. I6   Disposición de los complejos TCR sobre la superficie de una célula sin estimular. 
En el viejo modelo se muestran receptores monoméricos distribuidos uniformemente sobre la membrana plasmática. En el nuevo modelo se representa la coexistencia de receptores monoméricos y diferentes receptores oligoméricos. Los complejos TCR oligoméricos podrían estar presentes en áreas con un contenido 
lipidico distinto (gris oscuro). En la superficie celular además habría grandes áreas sin ningún TCR (Alarcon et al., 2006).
de lisados celulares solubilizados con digitonina y lo revelamos con un 
antisuero anti-ζ el TCR aparece como una única banda, indicando que el complejo solubilizado con digitonina es único. Para determinar si el detergente 
utilizado podía influir en el tamaño y la estequiometría del TCR, se utilizaron otros detergentes, como Brij96, en los que el TCR no migraba como una sola banda en BN-PAGE, sino que aparecían complejos TCR de mayor peso molecular. La aparición de complejos TCR de distinto tamaño podría ser explicada como una mezcla de oligómeros de TCR (Schamel et al., 2005). La diferencia entre el resultado obtenido al solubilizar con digitonina o hacerlo con Brij96 se podía deber a que la digitonina es un detergente que solubiliza el colesterol, lo que puede provocar la rotura de los complejos oligoméricos. Para comprobar esta idea 
los TCRs aislados de lisados solubilizados 
con Brij96 fueron incubados con metil-β-
ciclodextrina (MβCD), que es un agente que extrae el colesterol, reduciendo tras esta incubación el tamaño del TCR al de los TCRs monoméricos. Además este resultado sugirió que el colesterol es necesario para mantener la estructura de los oligómeros del TCR pero no de los monómeros.La existencia de complejos oligoméricos 
se confirmó mediante microscopía electrónica, comprobando que en la 
superficie de células no estimuladas existían oligómeros que desaparecían si se extraía el colesterol de esas células 
mediante MβCD sin disminuir la cantidad 
total de TCR sobre la superficie celular. Por lo tanto, en base a estos resultados se llegó a la conclusión de la existencia de una combinación de complejos oligoméricos 
de distinto tamaño sobre la superficie de células sin estimular (Fig. I6).
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Trabajos posteriores (Lillemeier et al., 2010; Lillemeier et al., 2006) reforzaron la idea de la agregación de las moléculas de TCR, utilizando tanto una técnica alternativa para preparar muestras de la membrana celular para su análisis por microscopía electrónica como técnicas 
de microscopía de fluorescencia de alta resolución (dcFCCS y hsPALM) mostrando que tanto el TCR como LAT forman oligómeros separados y espacialmente estables (“islas de proteínas”) en células T quiescentes.
7.2 Implicación de los TCR 
oligoméricos en la respuesta de los 
linfocitos TLa coexpresión de oligómeros de distintos tamaños (preformados) proporciona a la célula T no sólo una alta sensibilidad, sino también la habilidad de responder a un amplio rango de concentraciones de ligando (Alarcon 
et al., 2006). Esto queda reflejado en el hecho de que a bajas concentraciones de antígeno, sólo los oligómeros más grandes se fosforilan, mientras que a altas concentraciones se fosforilan también los más pequeños (Schamel et al., 2005), de modo que los oligómeoros más grandes pueden ser los responsables de la alta sensibilidad de las células T a bajas concentraciones de ligando mientras que los más pequeños permiten a los linfocitos T seguir dando respuestas escaladas a concentraciones crecientes de ligando tras la saturación de los oligómeros más grandes. Más recientemente se ha descrito que la mutación L19A en el dominio transmembrana de la cadena 
CD3ζ reduce el tamaño de los oligómeros del TCR y reduce la sensibilidad a antígeno 
(Kumar et al., 2011). Esto refuerza la idea de que los oligómeros del TCR dotan a los linfocitos T de gran sensibilidad. Además 
estos datos sugerían que la cadena CD3ζ debía estar implicada en la formación de dichos oligómeros. De acuerdo con esta hipótesis, el nivel de expresión de 
CD3ζ podría controlar la oligomerización del TCR de tal manera que un exceso de 
CD3ζ favorecería los oligómeros más pequeños, mientras que en una situación 
de expresión de CD3ζ limitante los TCRs 
tenderían a compartir CD3ζ y formar oligómeros más pequeños. 
Para definir la implicación de los complejos oligoméricos en la sensibilidad de la respuesta de las células T, en nuestro laboratorio se propuso un modelo para el reconocimiento del ligando y la transmisión de la señal en el que la 
especificidad de la interacción entre el TCR y el MHCp se explica mediante su naturaleza multivalente, ya que los TCR 
oligoméricos pueden amplificar señales, propagándolas desde los TCRs unidos a MHCp a TCRs no contactados como consecuencia de la cooperatividad en el sistema. De acuerdo con este modelo, la unión la unión del cluster de MHC comienza con la interacción monovalente entre una unidad de MHC cargada con un péptido agonista y una unidad de TCR dentro del cluster de TCR. La unión inicial facilita una segunda unión con un MHCp agonista. Esta unión bivalente de dos agonistas al cluster de TCR introduce una interacción cooperativa que resulta en un cambio conformacional en el cluster. El resultado del efecto cooperativo es que la avidez de la interacción entre el TCR y el MHCp se incrementa de manera exponencial al aumentar la valencia de la interacción. 
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Fig. I7   Implicación de los TCRs oligoméricos en la activación del TCR. 
A. Se muestra un modelo para la discriminación de ligando basada en avidez y cooperatividad. El modelo asume que además de los nanoclusters de TCR preexistentes, la APC también expresa nanoclusters de MHCp. La unión de un nanocluster de MHCp (azul) empieza con la interacción monovalente entre una unidad de MHC cargada con un péptido agonista (círculo verde) y una unidad de TCR (gris y blanco) con una constante 
de afinidad intrínseca (avidez) (KA) (paso 1). Esto facilita la unión de una segunda unidad de MHCp agonista (paso 2). La unión bivalente de dos agonistas al cluster de TCR introduce una interacción cooperativa, dando 
lugar a un cambio conformacional en las subunidades CD3 (rojo), lo que cambia la afinidad del TCR-MHCp por la contribución de la unión intrínseca KX (paso 3). Este efecto cooperativo provocaría el incremento de la avidez de la interacción MHCp-TCR se con respecto a la avidez de la interacción monovalente (KA). 
B. Mecanismo de propagación de la señal basado en la conformación para la amplificación de la señal y el 
reclutamiento de ligandos endógenos de baja afinidad. La unión de una unidad de MHC con una unidad de TCR (paso 1) facilita la unión de una segunda unidad de MHCp agonista y la unión bivalente de dos agonistas al cluster de TCR provoca un cambio conformacional en las subunidades de CD3 (rojo, paso 2). la inducción con éxito del cambio conformacional en 2 ó más unidades de TCR dentro del cluster de TCR puede catalizar el cambio conformacional en las unidades de TCR vecinas no contactadas. Esta propagación del cambio 
conformacional a unidades de TCR no contactadas facilita la unión de péptidos propios de baja afinidad (círculos amarillos) (paso 3), lo que contribuye a la estabilización de la conformación activa de todo el cluster 
de TCR. La exposición de los tallos de CD3ε resultante del cambio conformacional tiene como consecuencia 
el reclutamiento de la proteína adaptadora Nck a la secuencia de poliprolinas de CD3ε (paso 4). De acuerdo con este modelo, el cambio conformacional en el TCR-CD3 traduciría directamente parámetros cinéticos y de avidez en una señal efectiva TCR-CD3 (Schamel et al., 2006)
 8. Linfocitos T de memoria
La memoria inmunológica es la capacidad del sistema inmune adaptativo 
para responder más rápida y eficazmente 
a los agentes patógenos que se han 
encontrado previamente, y refleja la preexistencia de una población de vida 
Por ello, una pequeña diferencia en la avidez puede suponer un mecanismo de discriminación efectivo.
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media larga de células especializadas (células plasmáticas y células B y T memoria), independiente de la presencia continuada del antígeno original que las indujo (Kaech et al., 2002). Estas células son capaces de “recordar” un primer encuentro con un patógeno y organizan respuestas humorales y celulares robustas para controlar rápidamente una reinfección y reducir la intensidad de la infección (Cui and Kaech, 2010). Las respuesta T de memoria implica tanto a células CD4 como CD8 que pueden adquirir rápidamente funciones efectoras para matar células infectadas y/o secretar citoquinas efectoras que inhiben la replicación del patógeno (Kaech et al., 2002). La memoria inmunológica puede ser estudiada a tres niveles:
•Nivel de poblaciónA nivel de población, la memoria inmunológica se debe a un aumento en el tamaño de la población de células T 
precursoras (Askonas et al., 1982) y en el crecimiento preferencial de clones de 
células T de alta afinidad que formarán las células T de memoria. (Busch and Pamer, 1999; Malherbe et al., 2004;). Esta diferenciación requiere una serie de señales de activación: interacción entre el TCR y el MHCp (señal 1), coestimulación (señal 2) y citoquinas (señal 3) para programar la respuesta de las células T y permitir la formación de poblaciones de células T memoria. Se puede dividir en 3 fases:
Fase de Expansión: debido a la 
necesidad de garantizar la capacidad de respuesta a una enorme diversidad de microorganismos, antes de una infección, las células T naif que pueden reconocer 
epítopos patogénicos específicos son infrecuentes en el total de la población de células T. Durante esta fase las células T 
específicas de antígeno (cuya frecuencia se estima en 1 de cada 100.000 células) se expanden ampliamente. Esta proliferación está acompañada por la diferenciación en una población de células T CD8+ efectoras que abandonan los órganos linfoides secundarios para recorrer el cuerpo en busca de señales de infección. (Harty et al., 2008).
Fase de Contracción o Fase de Muerte 
Celular: la mayoría de células T específicas de antígeno experimentan muerte celular por apoptosis tras la desaparición del antígeno que las estimuló, aunque una pequeña fracción de éstas se diferencia en células T memoria. (Zehn et al., 2012). A pesar de la desaparición de la mayoría de los linfocitos respondedores, el número 
de linfocitos T específicos para dicho antígeno patogénico, es mayor que el número de células naif iniciales (Harty et al., 2008).
Fase de Memoria: Aunque el número de células T memoria es estable, el mantenimiento de estas células tras una infección aguda o una vacunación es un proceso dinámico en el que están implicadas la proliferación debida a citoquinas y la muerte celular. Este proceso se conoce como “Memory Turnover” (Harty et al., 2008).
40
Introducción
Fig. I8.   Fases de la formación de 
las células memoria. 
Una vez activadas las células T naif CD8 experimentan una rápida proliferación (Expansion), que la lugar a la generación de células T CD8 efectoras. Durante la Contracción el 90-95% de las células efectoras generadas muere, permaneciendo un 5-10% como células memoria que se mantienen mediante citoquinas que proporcionan señales de supervivencia (como IL-7 e IL-15) y mantienen una proliferación homeostática . (Adaptado de Butler et al., 2011).
• Nivel celularA nivel celular, las células T memoria se diferencian más rápidamente en células T efectoras y producen mayores cantidades de moléculas efectoras. Además las células T previamente estimuladas y células T memoria son más sensibles a la estimulación mediante sus TCRs que 
las células T naif (Slifka and Whitton, 
2001), lo que queda de manifiesto en su relativa independencia de señales de coestimulación (Croft et al., 1994) y por la reducción en la cantidad de antígeno que necesitan para dar lugar a la activación de las células T. (Pihlgren et al., 1996; Rogers et al., 2000).  Además existen diferencias en la ruta de señalización del TCR entre células naif y células de memoria. Se ha mostrado que a diferencia de las respuestas primarias, para la inducción de una respuesta en las células T memoria 
se puede prescindir de Lck (Tewari et al., 2006). Además, las células T CD8 de memoria son menos dependientes de la función del correceptor CD8. Por otro lado, la actividad de las células T de 
memoria requiere de la actividad quinasa de ZAP-70 (Au-Yeung et al., 2010), por lo que ésta debe ser activada por una 
quinasa diferente a Lck. En el caso de SLP-76 encontramos una función diferente en células T memoria CD4 y CD8. Mientras que SLP-76 tiene un papel negativo en el desarrollo de las células T CD8 de memoria (Smith-Garvin et al., 2010), en el desarrollo de las células T CD4 de memoria tiene una función positiva (Bushar et al., 2010). Además se observó que las células T CD8 memoria, comparadas con las células T naif y efectoras, fosforilan 
más eficientemente LAT, ERK, JNK y p38 (Kersh et al., 2003).En ratón, las células T de memoria se dividen en dos subpoblaciones dependiendo de los receptores que expresan: células T de memoria efectoras (TEM) (CD62Llow, CCR7-) y células T de memoria centrales (TCM) (CD62Lhi, CCR7+). Estas células se diferencian en su localización, mientras que las células CD62Lhi, CCR7+ migran a los nódulos linfáticos, las células CD62Llow, CCR7- se encuentran en otros lugares como 
41
Introducción
hígado y pulmones, y tienen propiedades efectoras. Se ha observado que las células TCM producen IL-2 y cantidades pequeñas 
de IFN-γ, IL-4 ó IL-5, al contrario que las células TEM que producen rápidamente estas citoquinas efectoras, pero producen menos IL-2 (Sallusto et al., 1999).
•Nivel molecular
A diferencia de las células B, el 
incremento en la sensibilidad de las células T preactivadas es poco probable que sea debido a un incremento en la 
afinidad de su TCR por un ligando MHCp 
específico, ya que no se ha encontrado que los TCRs experimenten mutación somática. Por tanto, deben ocurrir otros cambios moleculares, lo que podría implicar a los TCR oligoméricos en la diferenciación a nivel molecular entre células naif y células de memoria.
9. Organización del MHC sobre la superficie celular
9.1 MHC oligoméricos en la 
superficie de las APCsAunque no está ampliamente aceptado, se ha descrito que las moléculas de MHC 
se organizan sobre la superficie de la membrana plasmática de las APCs en forma de oligómeros. Este hecho se ha mostrado tanto en moléculas MHC de 
Clase I (Fooksman et al., 2006) como en moléculas MHC de clase II (Jenei et al., 1997; Poloso and Roche, 2004; Vereb et al., 2000), en las que además se ha descrito que esta agrupación se produce antes de su interacción con el TCR (Kropshofer et al., 2002). Esta distribución en forma de oligómeros es responsable de la existencia 
de una presentación eficaz del antígeno a las células T, ya que las respuestas de las células T están reguladas no sólo por el número de ligandos MHCp, sino también por su disposición espacial y la densidad 
de los ligandos sobre la superficie de las APC (Edidin, 2010; Maeurer et al., 2001).
9.2 Implicación de los MHCp 
propios en la señalizaciónLos MHCp propios son necesarios tanto para el desarrollo de la célula T 
(durante la selección positiva el TCR αβ es seleccionado por interacciones débiles con miles de MHCp propios presentes en el timo), como para la supervivencia de las células T en la periferia (Germain 
et al., 2002; Takada and Jameson, 2009; Tanchot et al., 1997). Sin embargo, el papel que juegan los MHCp propios en la activación de las células T maduras no 
está tan claramente definido (Krogsgaard et al., 2005). Se ha descrito que aunque el 
número de MHCp afines que se requiere para generar una respuesta de las células T es realmente bajo (Demotz et al., 1990; Irvine et al., 2002; Reay et al., 
2000; Sykulev et al., 1996), y de hecho un único MHCp agonista puede iniciar la activación de la célula T (Irvine et al., 2002), el reconocimiento de ese número 
tan bajo de ligandos afines requiere la 
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cooperación de MHCp no afines o propios (Gascoigne et al., 2010), de modo que la presencia de péptidos nulos o agonistas parciales MHC-péptidos propios podría compensar un bajo número de agonistas MHCp (Vogt et al., 2002).  Para demostrar directamente la cooperación que existe 
entre ligandos MHCp afines y no afines se han probado como modelo varios sistemas en los que las proteínas MHCp eran ensambladas dentro de oligómeros 
que contenían MHCp afines y no afines 
(Anikeeva et al., 2006; Cebecauer et al., 2005; Krogsgaard et al., 2005).Dado que dependiendo de la célula estudiada el número de MHCp agonistas puede representar menos del 0.01% de todas las moléculas de MHC de la célula, la pregunta inmediata es cómo la célula T es capaz de encontrar esos complejos tan poco abundantes y ser activada. Una 
posibilidad de optimizar la eficacia de este mecanismo es aumentar el número de copias y/o la densidad de los MHCp antigénicos frente a los propios en la 
superficie. 
9.3 La densidad de las moléculas 
MHCp determina la avidez del TCR
Como se ha señalado, el repertorio de péptidos que pueden ser presentados por una APC es extraordinariamente complejo, y sin embargo las células T son capaces 
de encontrar complejos MHCp específicos muy poco frecuentes (Poloso and Roche, 2004). Por ello, para que la presentación 
sea más eficaz, es importante el aumento de densidad, es decir, la distribución de los MHCp como agregados de forma local en la membrana, ya que esto implicaría un aumento de la avidez de la célula T por la APC (Vogt et al., 2002). Esta organización 
de las moléculas tanto de MHC-I 
(Fooksman et al., 2006) como de MHC-II (Anderson et al., 2000) en nanoclusters adquiere una especial importancia para la activación de las células T cuando los 
péptidos afines al TCR son escasos, que es la situación más frecuente in vivo. Bajo estas condiciones, si existe una alta concentración local de complejos MHCp relevantes permite la activación de la célula T, mientras que al disminuir la densidad de los complejos MHCp en la membrana no son estimulatorios. A dosis muy altas de antígeno, la disgregación de los complejos MHCp no inhibe la presentación de antígeno ya que la densidad de los MHCp dispersados es 
todavía suficiente para activar a las células 
T (Anderson et al., 2000; Fooksman et al., 2006). Dada la importancia de la densidad de los MHCp sobre la membrana se ha calculado la distancia de separación entre las moléculas MHCp vecinas. Análisis de estos datos permiten estimar la distancia entre las moléculas MHC-I dentro de los nanoclusters en, aproximadamente,  7- 9.4 
nm (Anikeeva et al., 2012).Por lo tanto, la importancia de estos nanoclusters es que pueden aumentar el reconocimiento al proporcionar localmente múltiples copias de algún MHCp o aumentar el tiempo de residencia de una célula T sobre una célula diana. La agregación de moléculas MHC-I causa una reducción en su rotación y su difusión lateral comparado con los monómeros de la membrana plasmática. Estos entramados de MHC-I grandes y de lenta rotación pueden aumentar el reconocimiento de la célula T al proporcionarles MHCp de densidades locales estables y combinaciones de 
péptidos para muestrear (Fooksman et al., 2006). Dado que la concentración de 
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los complejos MHCp en clusters es crítica para la iniciación de respuestas inmunes in vivo, donde el número de MHCp relevantes disponibles sobre la APC para estimular las células T es mínimo, esta distribución debe estar basada en mecanismos que permitan la agregación de las moléculas 
de MHCp con una configuración preorganizada más que distribuidos al azar (Vogt et al., 2002). La acumulación de estas moléculas en microdominios proporcionaría un mecanismo para aumentar su concentración local. 
9.4    Microdominios de membrana y 
MHCp oligoméricosLa membrana plasmática de las células eucariotas no es uniforme sino que está dividida en microdominios de membrana especializados, entre los que se encuentran las balsas lipídicas (Edidin, 
2003; Mukherjee and Maxfield, 2004; Pizzo et al., 2002) y las tetraspaninas. Las balsas lipídicas son microdominios 
de membrana ricos en esfingolípidos 
y colesterol que fueron identificados inicialmente por sus propiedades 
biofísicas características, y más tarde fueron directamente visualizadas en células vivas (Schutz et al., 2000). Los 
esfingolípidos tienen una temperatura de fusión mayor que el resto de los fosfolípidos de la bicapa lipídica que conforman la membrana, lo que les permite formar plataformas que se mueven aleatoriamente en la membrana plasmática que se encuentra en una fase desordenada (Janes et al., 2000). Por otro lado, los microdominios de tetraspaninas son zonas de la membrana enriquecidas en estas moléculas que poseen cuatro dominios transmembranales, regiones 
N- y C-terminales intracitoplásmicas, y dos lazos extracelulares de distinto tamaño. Las tetraspaninas facilitan las interacciones entre otras proteínas de membrana, ya que construyen una red de tetraspaninas mediante la formación de homodímeros y heterodímeros. Esta red de proteínas puede limitar la difusión lateral de las moléculas incluidas en ella, ayudar a la interacción intermolecular al mantener a dichas proteína próximas (Vogt et al., 2002).Se ha descrito la presencia de clusters de MHC-II en estos microdominios de membrana, tanto en balsas lipídicas (Anderson et al., 2000) como en dominios de tetraspaninas (Kropshofer et al., 2002). La implicación de las balsas lipídicas presentes en las APC en la activación de las células T se hizo patente mediante la eliminación del colesterol de la membrana plasmática en células B. Al eliminar el colesterol se extraen los MHC-II de las balsas lípidicas, lo que inhabilita a estas células para activar las células T 
específicas de antígeno (Anderson et al., 2000; Poloso and Roche, 2004). Esta sensibilidad sólo se observó cuando el número de MHC-IIp era limitante pero no en presencia de altas dosis de antígeno, por lo que la asociación de los MHC-II con estos microdominios es realmente 
significativa para la activación de las 
células T cuando los MHC-IIp específicos son poco frecuentes y adquiere una menor importancia cuando la densidad de los 
MHC-IIp específicos es alta. (Anderson et al., 2000).
Por todo ello, es de gran importancia el conocimiento de la distribución del MHC sobre la membrana plasmática, el estudio de la implicación de los microdominios 
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de membrana en la distribución de las moléculas de MHCp y la relevancia funcional de dicha agregación. A pesar de los importantes avances en este área grandes incógnitas quedan por resolver: ¿existen oligómeros de MHCp cargados 
con un péptido idéntico? ¿Estarían dichos oligómeros presentes en microdominios de membrana? ¿Su existencia tendría una repercusión en la sensibilidad de las células T? Todas estas preguntas han sido abordadas en este trabajo. 
Objetivos
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OBJETIVOS
El principal objetivo de este trabajo es estudiar la organización del TCR y el MHCp 
sobre la superficie celular, y evaluar la implicación de la distribución en la membrana de dichos receptores en la sensibilidad de la respuesta de las células T. Concretamente nos hemos centrado en:
1. Estudiar la organización de los complejos TCR oligoméricos en la superficie de las células T naif y células T de memoria.
2. Determinar la relación entre el aumento de la sensibilidad de las células T de memoria y la distribución del TCR en su membrana.
3. Estudiar los cambios en la estequiometría del TCR que se producen en células T activadas.
4. Comprobar si dos o más moléculas de MHC cargadas con el mismo péptido 
antigénico pueden expresarse en la superficie de las APCs.
5. Analizar las consecuencias funcionales de la presencia de oligómeros de MHC cargados con el mismo péptido antigénico.
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1.   MATERIALES 
1.1   Líneas celulares
EL4: la línea celular EL4 fue establecida a partir de un linfoma inducido en ratones C57BL por 9,10-dimethyl-1,2-benzanthracene (Gorer et al., 1950). Se crecen en RPMI al 5% FBS, suplementado con 2 mM L-Glutamina, 100 U/ml penicilina, 100 U/ml estreptomicina.
2B4: el hibridoma T de ratón 2B4 procede de la fusión de células T 
derivadas de ratones B10.A, y específicas para un péptido derivado del citocromo c de polilla, con el timoma BW5147 (Samelson et al., 1983). Se crecen en RPMI al 10% FBS, suplementado con 2 mM L-Glutamina, 100 U/ml penicilina, 100 U/ml estreptomicina.
Hek293T: la línea celular Hek293T se originó a partir de células embrionarias de riñón humano transformadas con adenovirus (Graham et al., 1977). Las 
Hek293T contienen el antígeno grande de SV40 T, permitiendo la réplica episomal de los plásmidos que contienen el origen SV40 y la región temprana del promotor. Esta línea celular se crece usando DMEM al 10% FBS suplementado con 2mM L-Glutamina, 100 U/ml penicilina y 100 U/ml estreptomicina. 
BHK.21: son fibroblastos procedentes 
de riñón de hámster sirio (Stoker and Mcpherson, 1964). Esta línea celular se crece usando DMEM al 10% FBS suplementado con 2mM L-Glutamina, 100 U/ml penicilina y 100 U/ml estreptomicina.
Células T primarias: procedentes de órganos periféricos de ratones (ganglios linfáticos y bazo) se mantienen en RPMI al 10% FBS, suplementado con 2 mM 
L-Glutamina, 100 U/ml penicilina, 100 U/ml estreptomicina,10 mM Piruvato sódico, 
20 μM β-Mercaptoetanol y 5 pg/ml de Interleuquina 2 (IL2) si se requiere para mantener las células tras estimularlas.
Células dendríticas (DC): provienen de células de la medula ósea cultivándolas entre 3 y 7 dias en RPMI 10% FBS, suplementado con 2 mM LGlutamina, 100 U/ml penicilina, 100 U/ml estreptomicina, 10 mM Piruvato sódico, 
20 μM de β-Mercaptoetanol y 20 ng/ml de factor de estimulación de colonias de macrófagos-granulociticos (GM-CSF).
1.2   Virus
MVA: el virus vaccinia Ankara 
modificado es una cepa de vaccinia altamente atenuada. El MVA es empleado extensamente como vector ya que es incapaz de replicarse en células de mamífero, a excepción de las células de hámster BHK-21 (Drexler et al., 1998) y mantiene una perfecta expresión tanto de los genes virales como de los heterólogos (Di Lullo et al., 2009). El virus MVA-WT fue cedido por el doctor Mariano Esteban, Centro Nacional de Biotecnología (CNB), Madrid.
MVA-OVA: virus recombinante, no replicativo que deriva del virus vaccinia 
Ankara Modificado (MVA) en el que se ha insertado el gen de la ovalbúmina de pollo) (El-Gogo et al., 2007). El MVA-OVA fue cedido por el doctor Astrid Schwantes, Paul Ehrlich Institut, Langen, Alemania.
1.3   Ratones
C57BL/6: cepa consanguínea que expresa el alelo CD45.2 del gen PTPRC .
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C57BL/6 Ly5.1 Pep3b (Ly5.1): cepa consanguínea, congenica con la cepa C57BL/6, que expresa el alelo CD45.1 del gen PTPRC; cedido por el Dr. C. Ardavin, CNB.
OT-1: Los ratones transgénicos OT-I 
expresan el TCR OT-I (Vα2 Vβ5.1) que reconoce el péptido SIINFEKL (derivado de ovalbúmina (OVA)) enmarcado en una molécula de MHC de clase I H-2Kb 
(Hogquist et al., 1994). Las células hematopieticas de estas ratones expresan el alelo CD45.2 del gen PTPRC.Todas las cepas de ratón son mantenidas en el animalario del Centro de Biología Molecular Severo Ochoa CSIC-UAM, Madrid de acuerdo a la «Guía para el Cuidado y Empleo de Animales de Laboratorio».
1.4   Material utilizado en cultivos celulares
Tabla 1. Material utilizado en cultivos celulares
	  
PRODUCTO	  
	  
CASA	  COMERCIAL	  
RPMI	  1640	  	  
	  
Servicio	  de	  Cultivos	  del	  CBMSO	  
DMEM	  	  
	  
Servicio	  de	  Cultivos	  de	  CBMSO	  
Placas	  y	  botellas	  de	  cultivos	   BD-­‐Falcon	  
	  
FBS	  (suero	  fetal	  bovino)	   Sigma	  
	  
GM-­‐CSF	   Prepotech	  
	  
	  
1.5   Reactivos y soluciones
Tabla 2. Tampones y soluciones
	  
SOLUCIÓN	  
	  
COMPOSICIÓN	  
	  
APLICACIÓN	  
PBS	   137	  mM	  NaCl,	  2,7	  mM	  KCl,	  10	  mM	  Na2	  HPO4	  ,	  2	  mM	  
KH2	  PO4	  	  pH	  7,4	  
varias	  
TBS	   50	  m	  	  50	  mM	  TrisHCl,	  276	  mM	  NaCl,	  54	  mM	  KCl.	  pH	  8	   Western	  Blot	  	  
PBS	  BSA	  1%	   PBS	  1x,	  Azida	  0,02%,	  BSA	  1%.	   varias	  
PBS	  BSA	  1%	  SAPONINA	   PBS	  1x,	  Azida	  0,02%,	  BSA	  1%.,	  saponina	  0,1%.	   Varias	  
TBS-­‐TWEEN	   TBS	  1x,	  0,1%	  tween	   Western	  Blot	  
Tampón	  ACK	   0,15	  M	  NH4	  Cl,	  10	  mM	  KHCO3	  ,	  0,1	  mM	  EDTA,	  pH	  7,2-­‐
7,4	  
Obtención	  de	  células	  
primarias	  
BRIJ96	   20	  mM	  Tris-­‐HCl	  pH	  7.8,	  150	  mM	  NaCl,	  10	  mM	  IOAA,	  
1	  mM	  PMSF,	  1	  μg/ml	  aprotinina,	  1	  μg/ml	  leupeptina,	  
0.33%	  Brij96,	  e	  inhibidores	  de	  fosfatasas	  y	  proteasas	  
Preparación	  extractos	  	  
celulares	  	  
Tampón	  de	  carga	  1x	   Glicerol	  10%,	  β-­‐mercaptoetanol	  5%,	  SDS	  3%,	  azul	  de	  
bromofenol,	  1/8	  v	  del	  tampón	  del	  gel	  concentrador	  
SDS-­‐PAGE	  
Tampón	  del	  gel	  
concentrador	  
(gel	  de	  poliacrilamida)	  
0,4	  M	  Tris	  pH	  6,8,	  0,4%	  SDS	   SDS-­‐PAGE	  
Tampón	  del	  gel	  separador	  
(gel	  de	  poliacrilamida)	  
1,5	  M	  Tris	  pH	  8,8,	  0,4%	  SDS	   SDS-­‐PAGE	  
Poliacrilamida	   Acrilamida	  30%,	  Bisacrilamida	  0,8%	   SDS-­‐PAGE	  
	  
53
Mateeriales y Métodos
	  
REACTIVO/PRODUCTO	  
	  
CASA	  COMERCIAL	  
	  
APLICACIÓN	  
Sales	  orgánicas,	  ácidos,	  bases	  y	  disolventes	   MERCK,	  PANREAC,	  SIGMA.	   Varios	  
Separador	  celular	  de	  nylon	  (filtros	  40	  µm)	  
	  
BD	  Pharmingen	   Obtención	  de	  células	  primarias	  
Filtros	  0,45	  mm	   Millipore	   Filtrado	  de	  suspensión	  vírica	  
Membranas	  nitrocelulosa	  0,2	  µm	   Biorad	   Western	  Blot	  
TEMED	   Biorad	   SDS	  PAGE	  
APS	   Sigma	   SDS	  PAGE	  
Pierce	  ECL	  Western	  Blotting	  Substrate	   Thermo	  Scientific	   Western	  Blot	  
Dynabeads.	  M-­‐280	  Streptavidin	   Invitrogen	   Purificación	  de	  células	  T/B	  de	  
ratón	  
Polibreno	   Sigma	   Transducción	  de	  células	  
primarias	  
jetPEI™	  	   PolyPlus	  Transfection	   Transfección	  células	  Hek293T	  
OVAp	  (SIINFEKL)	   Sintetizado	  por	  la	  unidad	  de	  
apoyo	  del	  CBMSO	  	  
	  
Estimulación	  de	  células	  T	  OT-­‐1	  
Poli-­‐L-­‐Lisina	   Sigma	   Inmunofluorescencia	  
Mowiol	   Servicio	  de	  microscopía	  
óptica	  y	  confocal	  CBMSO	  
Inmunofluorescencia	  
Cytofix/Cytoperm™	  
Fixation/Permeabilization	  
Solution	  Kit	  
BD	  Pharmingen	   Citometría	  de	  flujo	  
Proteína	  A	  acoplada	  a	  oro	  de	  10	  nm	  (PAG)	   Universidad	  de	  Utrecht	   Microscopía	  electrónica	  
	  
Tabla 3. Reactivos, casa comercial de procedencia y aplicación
1.6   Anticuerpos y sondas fluorescentes
Tabla 4. Anticuerpos y sondas fluorescentes
	  
ANTICUERPO	  
CLON	  O	  
CÓDIGO	  
	  
ISOTIPO	  
	  
DESCRIPCIÓN	  
	  
USO	  
	  
ORIGEN	  
	  
DILUC	  
ANTICUERPOS	  PURIFICADOS	  (PRIMARIOS)	  
Anti-­‐CD3ζ	   448	   Policlonal	   Conejo	   WB	   San	  José.	  et	  al.	  1998	   1:3000	  
Anti-­‐CD3ε	   M20	   IgG	   cabra	   WB	   Santa	  Cruz	  
Biotechnology	  
1:300	  
Anti-­‐ratón	  CD3	   145-­‐2C11	   IgG	   Hámster	   M.El	   J.	  Bluestone,	  UCSF	   300	  
µg/ml	  
H-­‐2Kb-­‐OVAp	   25D1.16	   IgG1	   Mouse	   M.El	   eBioscience	  
(Porgador	  et	  al.,	  
1997)	  
1:50	  
ANTICUERPOS	  DIRECTOS	  CONJUGADOS	  
Anti-­‐H-­‐2Kb,	  
biotinylated	  
AF6-­‐88.5	   IgG2a	   Mouse	   CF,IF,
M.El	  
BD	  Pharmingen	   1:100	  
Anti-­‐H-­‐2Kb-­‐OVAp	  
biotinylated	  
25D1.16	   IgG1	   Mouse	   CF	  
IF	  
eBioscience	   1:500	  
1:50	  
Anti-­‐CD45.2	  
biotinylated	  
104	   IgG2a	   Mouse	   CF	   BD	  Pharmingen	   1:100	  
H57-­‐FITC,	  
biotinylated	  
H57-­‐597	   IgG	   Hámster	   CF	   BD	  Pharmingen	   1:100	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ANTICUERPO	  
CLON	  O	  
CÓDIGO	  
	  
ISOTIPO	  
	  
DESCRIPCIÓN	  
	  
USO	  
	  
ORIGEN	  
	  
DILUC	  
Anti-­‐CD8a	  -­‐FITC,-­‐
PE,-­‐PerCP,	  -­‐
Biotinylated	  
53-­‐6.7	   IgG2a	   Rata	   CF	   BD	  Pharmingen	   1:100	  
Anti-­‐CD4-­‐
Biotinylated	  
RM4-­‐5	   IgG2a	   Rata	   CF	   BD	  Pharmingen	   1:100	  
Anti-­‐B220	  
Biotinylated	  
RA3-­‐6B2	   IgG2a	   Rata	   CF	   BD	  Pharmingen	   1:300	  
Anti-­‐CD11b	  
Biotinylated	  
M1/70	   IgA	   Rata	   CF	   BD	  Pharmingen	   1:100	  
Anti-­‐CD44	  FITC	   MEM-­‐85	   IgG2b	   Mouse	   CF	   ImmunoTools	   1:100	  
Anti-­‐CD62L	  
biotinylated	  
MEL-­‐14	   IgG2a	   Mouse	   CF	   BD	  Pharmingen	   1:100	  
Anti-­‐Vα2	   B20.1	   IgG2a	   Rat	   CF	   BD	  Pharmingen	   1:100	  
Anti-­‐Vβ3	  TCR	  PE	  
Biotinylated	  
KJ25	   IgG2	   Ratón	   CF	   BD	  Pharmingen	   1:100	  
Anti-­‐CD69	  FITC	  
Biotinylated	  
H1.2F3	   IgG1	   Hámster	   CF	   BD	  Pharmingen	   1:100	  
Anti-­‐CD25	  APC	   PC61.5	   IgG1	   Rat	   CF	   eBioscience	   1:100	  
Anti-­‐IFNγ-­‐APC	   AN18.17.2
4	  
IgG1	   Rat	   CF	   Miltenyi	  Biotec	   1:20	  
ANTICUERPOS	  SECUNDARIOS	  
Anti-­‐conejo	  Alexa	  
488	  
A-­‐21206	   IgG	   Mono,	  anti-­‐conejo	  
IgGs	  
IF	   Invitrogen	   1:500	  
Anti-­‐ratón	  Alexa	  
488	  
A-­‐21202	   IgG	   Mono	  anti-­‐ratón	  
IgGs	  
IF/	  CF	   Invitrogen	   1:500	  
Anti-­‐conejo	  Alexa	  
555	  
A-­‐31572	   IgG	   Mono	  anti-­‐conejo	  
IgGs	  
IF	   Invitrogen	   1:500	  
Anti-­‐ratón	  Alexa	  
555	  
A-­‐31570	   IgG	   Mono	  anti-­‐rat.n	  
IgGs	  
IF	   Invitrogen	   1:500	  
Alexa	  555	   S-­‐32355	   	   Streptavidin	   IF	   Invitrogen	   1:400	  
Alexa	  488	   S-­‐11223	   	   Streptavidin	   IF	   Invitrogen	   1:500	  
Anti-­‐conejo	  Alexa	  
594	  
A-­‐21207	   IgG	   Mono	  anti-­‐conejo	  
IgGs	  
IF	   Invitrogen	   1:500	  
Anti-­‐ratón	  Alexa	  
594	  
A-­‐21203	   IgG	   Mono	  anti-­‐ratón	  
IgGs	  
IF	   Invitrogen	   1:500	  
Anti-­‐conejo	  Alexa	  
647	  
A-­‐31573	   IgG	   Mono	  anti-­‐conejo	  
IgGs	  
IF	   Invitrogen	   1:200	  
Anti-­‐conejo	  
Peroxidasa	  (HRP)	  
	   IgG	   Cabra	  anti-­‐conejo	   WB	   Amsersham	   1:5000	  
Anti-­‐ratón	  
Peroxidasa	  (HRP)	  
	   IgG	   Oveja	  anti-­‐ratón	   WB	   Amsersham	   1:5000	  
SONDAS	  FLUORESCENTES	  
To-­‐Pro-­‐3	   T-­‐3605	   	   Marcaje	  de	  ácidos	  
nucléicos	  Cianida	  
monomérica	  
IF	   Invitrogen	   1:500	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2.   MÉTODOS
 
2.1.  Obtención de células primarias
Células T de órganos periféricos de ratón (ganglios linfáticos y bazo)Se aíslan los ganglios linfáticos y el bazo de los ratones de interés. En ambos casos se procesan mecánicamente para disgregarlos y conseguir una suspensión celular en PBS/FBS 2%. Para la disgregación se usan portaobjetos 
biselados o filtros de 40 μm.La suspensión celular se centrifuga a 1500 rpm durante 5 min. En el caso de los  ganglios, el sedimento se resuspende con PBS/FBS 2%, mientras que en el del bazo se requiere un paso previo de lisis de eritrocitos con el tampón de lisis ACK (0,15 M NH4Cl, 10 mM KHCO3, 0,1 mM EDTA), 3 min a  temperatura ambiente, tras lo que se interrumpe la lisis con PBS 2% FBS.Después de varios lavados se cuentan las células y si no se requiere 
una purificación, se resuspenden en RPMI 10% FBS. Esta suspensión celular constituye las células T que se usan para hacer directamente experimentos funcionales (estimulación, expresión de CD69, proliferación, etc.).Para obtener una población pura de células T OT-1, se incuba la suspensión anterior con anticuerpos biotinilados 
específicos para CD4, B220 y CD11b. La tinción se realiza a 0°C en PBS 2% FBS a una concentración de 50x106 células/ml, durante 20 min (agitando las células periódicamente). A continuación se lava y se toma una alícuota para comprobar posteriormente el resultado 
de la purificación. Una vez que las células están teñidas se añaden bolas 
magnéticas (Dynabeads) recubiertas con estreptavidina, a un cociente de 1:1 célula: bola (las bolas son previamente lavadas con PBS) en el mismo volumen que se ha realizado la tinción previamente (50x106 células/ml). Se incuban en rotación a 4 °C durante 1 h, tras lo que se eliminan las bolas y con ellas las células que no son de interés mediante un imán. La suspensión celular restante se lava y se recuentan las células (de este último grupo de células se 
toma también una alícuota para verificar 
el proceso de purificación). Las células se resuspenden en RPMI 10% suplementado a la concentración deseada.
El proceso de purificación se comprueba tiñendo las dos alícuotas tomadas con estreptavidina (para detectar los anticuerpos biotinilados), 
Vα2 y CD8. A continuación se analizan 
en el citómetro de flujo, lo que permite calcular exactamente el porcentaje de contaminación de las poblaciones 
purificadas de células T.Diferenciación de células Dendríticas a partir de la médula ósea de ratónSe obtienen los fémures y tibias de las dos extremidades posteriores de ratones C57BL/6.Estos huesos son perfundidos con PBS/FBS 2% usando una jeringa con una aguja de 25G.La médula ósea se disgrega haciéndola pasar varias veces a través de la aguja 
obteniendo finalmente una suspensión celular homogénea.La suspensión celular se centrifuga a 1500 rpm durante 5 min y luego se lisa el 
pellet de células con el tampón de lisis Ack durante 30s para eliminar los eritrocitos. A continuación se lavan las células con PBS/FBS 2% y se cuentan para diluirlas en RPMI 10% suplementado con GM-CSF 
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a 20 ng/ml a 1x106 celulas /ml. El cultivo celular se hace en pocillos de placa de P24 (16 mm) poniendo 1 ml por pocillo y manteniéndose así durante 3 días. Cuando 
la finalidad de estas células dendríticas es su uso en microscopía confocal las células se cultivan directamente sobre cubres de cristal dispuestos en los pocillos de la P24. Tras este primer periodo de crecimiento se elimina el sobrenadante, y por tanto todas aquellas células que no han quedado adheridas al pocillo y se añade medio nuevo también suplementado con GM-CSF a 20 ng/ml. A partir de este momento el cultivo se mantiene expandiéndolo durante una semana.
2.2 Generación de células T pre-
activadas  y células T memoria
Células T pre-activadas
Las células T preactivadas (blastos) se obtuvieron a partir de suspensiones celulares de bazo, en las que tras la lisis de eritrocitos con el tampón de lisis 
Ack (3 min a  temperatura ambiente) se centrifugan y se resuspenden en RPMI 10% con OVAp (SIINFEKL) 10pM. Tras un día de estimulación, las células son centrifugadas, lavadas y resuspendidas en RPMI 10% suplementado con IL-2 en cuyo medio se expanden durante 6 días más.
Células T de memoria
Para generar células T de memoria cultivamos células dendríticas in vitro durante una semana, tras lo cual cargamos 
las células con 1 μM de péptido OVA y ese mismo día las inyectamos de forma intravenosa en un ratón receptor LY5.1. Inyectamos 1 x 106 células por ratón. El día siguiente sacamos células a partir de los ganglios linfáticos de un ratón OT-1 e inyectamos 2x106 células en el ratón Ly5.1. Un mes después sacamos sangre del ratón Ly5.1 para comprobar mediante 
citometría de flujo que tenemos células memoria. Dos meses y medio después realizamos el experimento.
Fig. M1   Representación esquemática de la generación de células T memoria
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2.3   Amplificación y titulación del 
virus Vaccinia Ankara modificado 
(MVA)
Amplificación de MVA y MVA-OVA
Para la amplificación del MVA y MVA-OVA se crecen células BHK.21 en placas 
p150 de forma subconfluente. Se añade el inóculo en DMEMc sin suero y se deja a 37 °C durante 1h. A continuación se retira el inóculo, se añade DMENc 2% FBS y se deja la infección durante 2-3 días. Tras la infección se recogen las células y se centrifugan durante 5 min, 1500 rpm. A continuación se realizan 3 ciclos de congelación (en nieve carbónica)/ descongelación  (en el baño de 37 °C) y se sonican. Por último se centrifuga 5 min, a 1500 rpm, se recoge el sobrenadante y se guarda en alícuotas a -70 °C.
Titulación de MVA y MVA-OVALa titulación del MVA se hace mediante immunostaining. Hasta que las células 
están fijadas todo el procedimiento se realiza en la campana de cultivos:
Se crece una placa P6 confluente de células BHK.21Se realizan diluciones decimales desde 10-3-10-8 del virus que se va a titular. Cada pocillo de la P6 se infecta con una dilución. Se incuba durante 1h a 37 °C moviendo las placas cada 15 min.Se retira el virus y se añade DMEM 2% FBS. La infección se deja durante 1 ó 2 días a 37 °C.Se lavan muy bien las células con PBS 1x con cuidado de no levantarlas. Se usa PBS 1x completo (ya que el Ca y el Mg inhiben el despegamiento de las células).
Se fijan con metanol: acetona (1:1) durante 2 min.Tras lavar los pocillos con PBS 1x se 
añade el anticuerpo primario (suero de conejo anti-WR) diluido 1:1000 en PBS + 3% FBS. El volumen de la dilución de 
anticuerpos debe ser la mínima suficiente para tener el tapiz celular bañado en agitación, es decir, para un pocillo de P6 
unos 400 μl. Se incuba durante 1,5 h a temperatura ambiente, en agitación suave. A continuación se lava 2 veces con PBS 1x.Se añade el anticuerpo secundario (anti-conejo peroxidasa) diluido 1:000 en PBS + 3% FBS. Se incuba durante 1,5 h a temperatura ambiente en agitación suave y a continuación se lava 2 veces con PBS 1x.Para revelar se usa una tableta de DAB (diaminobenzidina) disuelta en 12 ml de PBS 1x. La solución se prepara calentando el PBS a unos 45-50 °C, se adiciona la tableta de DAB y se agita fuertemente para evitar que queden precipitados. De este 
modo no hay necesidad de filtrar evitando que se produzcan tantos residuos tóxicos. A la mezcla de DAB y PBS 1x se añade: 
120 μl de sulfato de níquel (3%) y 12 μl de H2O2 (solución al 30% guardada a 4 °C, protegida de la luz).Se añade la solución reveladora y cuando se observan los puntos teñidos se lava con PBS 1x para detener la reacción.
2.4  Infección de células dendríticas 
o células EL4 con MVA-OVA
Las células dendríticas (obtenidas tras la diferenciación de médula ósea de un ratón C57BL/6) o las células EL4 son infectadas con 1-10 MOI del virus MVA-OVA durante 6 horas. Las dos primeras 
horas de la infección se realiza en 200μl (para un pocillo de P24) de RPMI sin FBS, y a continuación se añade RPMI + 5% FBS. 
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Tras el periodo de infección se lavan las 
células dos veces con PBS 1x y se fijan con 2% de PFA, durante 20 minutos a temperatura ambiente. 
2.5   Generación de partículas 
lentivirales
Se transfectan células Hek293T utilizando el sistema jetPEI que compacta el ADN en partículas cargadas positivamente capaces de interaccionar con proteoglicanos aniónicos en la 
superficie celular, entrando en la célula 
por endocitosis. Las células Hek293T son transfectadas con los vectores que contienen los genes virales necesarios para la síntesis de la envuelta (pMD2G) y las proteínas de empaquetamiento (pCMVdR8.2) así como el genoma vírico 
que incluye el ADN de interés que codifica 
para CD3ζGFP (vector pHR-CD3ζGFP) (Kumar et al., 2011) o para GFP (vector pHR-GFP). Las partículas virales se van produciendo y concentrando en el medio de las células. Este sobrenadante es lo que se utiliza para transducir las células de los 
ganglios linfáticos. Las células Hek293T empaquetadoras son plaqueadas el día anterior en placas de P6 (35 mm) a 2,5x105 células por  pocillo en 2 ml de DMEN 10% FBS. Al día siguiente, las 
células deben estar a una confluencia del 70-80% aproximadamente. El protocolo de transfección es el siguiente: 
Día 1: Se plaquean las células Hek293T en pocillos de P6 (35 mm) a 2,5 x 105 cel/ml para que el día siguiente estén a una 
confluencia del 70-80%.
Día 2: Se transfectan con jetPEI las 
células Hek293T con los 3 tipos de vectores necesarios. Para ello se preparan las siguientes mezclas de ADN y jetPEI, 
donde las cantidades están indicadas para un punto de transfección que equivale a un pocillo de P6 (35 mm):
TUBO A:
100 μl PBS 150 mM NaCl
jetPEI: 6 μl (225 μM)
TUBO B:
100 μl PBS 150 mM NaCl
pMD2G; 0,5 μg
pCMV-dR8.2: 1 μg
ADN de interés: 1,5 μg
Cada tubo se resuspende bien usando el vortex y se centrifuga para recuperar todo el volumen en el tubo. A continuación se añade el volumen del tubo A sobre el tubo B, mezclando bien y centrifugando. Se incuba durante 20-30 min a temperatura ambiente. Tras este tiempo, y después de cambiar el medio de las células empaquetadoras por medio fresco (DMEN 10%), se añade el volumen obtenido 
gota a gota sobre las células Hek293T 
(intentando abarcar todo la superficie del pocillo). Las células se mantienen así hasta 48 h, siendo tras este periodo de tiempo cuando se usa el sobrenadante para procesos de transducción, tal y como se explica en el apartado siguiente. Una vez se recoge el sobrenadante de las 
células, se comprueba la eficiencia de 
transfección de las células Hek293T.
2.6   Transducción de células T 
primarias y líneas  de células T.
Las células que se transducen son obtenidas directamente de los ganglios linfáticos de ratones OT-1 o células de la línea celular 2B4. Se recoge el sobrenadante de las 
células empaquetadoras (Hek293T) y 
se filtra (filtro 0,45) para eliminar los 
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restos celulares. Este sobrenadante es suplementado con Polibreno a 8 mg/ml (un polímero catiónico que neutraliza la repulsión entre los viriones y el acido siálico presente en las membranas 
celulares, aumentando así la eficiencia de infección en las células diana). Además también se suplementa con el anticuerpo 145-2C11 a 1 mg/ml para estimular las células diana y conseguir así blastos. Paralelamente se obtienen las células de los ganglios linfáticos de los ratones de interés, se procesan como se ha indicado anteriormente (Materiales y Métodos 2.1), y tras contar las células se resuspenden en el sobrenadante con las partículas virales y el estimulo a 0,5 x 106 celulas/ml. Se plaquean en pocillos de P24 (16 mm) añadiendo 2 ml en cada pocillo.La placa se centrifuga a 2200 rpm durante 90 min a 32 °C. Tras esta centrifugación, las células se incuban durante 6h a 37 °C. Posteriormente se lavan y se les añade medio RPMI 10% FBS con IL-2 a 5 pg/ml, dejando las células a la misma concentración inicial. Las células son usadas 4 días después.
2.7   Tinción de células para 
citometría
Las tinciones de citometría de cualquier tipo celular se realizaron en placas de fondo en v P96 (8 mm), donde cada pocillo se corresponde a un punto de tinción, añadiendo de media de 2-5 x 105 células/pocillo. Todo el proceso se realiza a 0 °C usando como tampón de tinción PBS, 1% BSA, 0,02% NaN3. Se añade el anticuerpo primario diluido en dicho tampón a la concentración adecuada 
en un volumen final de 50 μl para cada punto y se incuba durante 20 min, luego 
se lava con PBS, 1% BSA, 0,02% NaN3 y se procede, si es necesario, a añadir un anticuerpo secundario acoplado a FITC, PE, PerCP o APC (según el experimento). Este anticuerpo se diluye en el mismo tampón y se incuba 20 min. Por último se realizan dos pasos consecutivos de lavado. En aquellos casos donde la proteína de interés es intracelular, se marcan en 
primer lugar las proteínas de superficie y a continuación se permeabiliza usando 
Saponina o fijando y permeabilizando con 
el sistema Cytofix/Cytoperm. Las muestras 
fueron analizadas en un citómetro de flujo 
FACScalibur (Becton-Dickinson, Franklin 
Lakes, NJ) con el software CellQuest. Los datos son procesados con el programa FlowJo (TreeStar, Ashland, OR).
2.8   Microscopía Óptica y Confocal
Las células dendríticas son diferenciadas directamente sobre la 
superficie de cubreobjetos de cristal dispuestos en los pocillos de una placa P24. Las células EL4 se resuspenden a una concentración de 4 x 106 células/ml, 
poniéndose una gota de 50μl sobre cada cubreobjetos (es decir, 0,2 x 106 células), que ha sido previamente recubierto con 
poli-L-lisina (50 μg/ml, durante 2 h a 37°C) y se deja a las células sedimentar durante 15 min.A partir de este punto el procedimiento es similar para ambos tipos celulares. 
Las células se fijan con PFA 2%, durante 20 minutos a temperatura ambiente. A continuación las preparaciones se lavan con PBS 1x y se permeabilizan si es necesario con saponina durante 20 min a temperatura ambiente. Se lleva a cabo un paso de bloqueo en 1% BSA, 0,02% NaN3 durante 30 min a temperatura 
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ambiente. Tras ello se tiñe con los anticuerpos primarios y secundarios correspondientes indicados en cada 
figura y a la concentración indicada en la tabla de materiales utilizados.Cada paso de tinción se realiza a temperatura ambiente durante 30 minutos y separados por pasos de lavado con el tampón usado para resuspender el anticuerpo, con la excepción del anticuerpo 25D1.16, con el que se incuba durante toda la noche a 4°C. Finalmente se marca con To-pro durante 10 minutos. Tras este último paso de tinción se lava dos veces con el tampón de tinción y una última vez en agua antes de montar la muestra sobre el portaobjetos con MOWIOL. La muestra se guarda a 4 °C hasta su observación en el microscopio.
2.9   Microscopía Electrónica
Marcaje con proteína A-oro Las preparaciones de células dendríticas o células T (OT-1 ó EL-4) 
se lavan en PBS 1x y se fijan con 1% de paraformaldehído. A continuación las células OT-1 fueron marcadas con anti-CD3 de ratón (145-2C11), las células dendríticas con anti-H-2Db de ratón (B22.249) y las células EL4 con un anticuerpo anti-H-2Kb de ratón (AF6-88.5) ó anti-H-2Kb-OVAp de ratón (25D1.16). En todos los casos el tampón usado para la tinción fue PBA-BSA 0,1%. A continuación se marcó con proteína A conjugada con partículas de oro de 10 nm. Debido a que el 25D1.16 tiene un isotipo IgG1 y la proteína A oro se une con 
baja afinidad a este isotipo, en la tinción 
con este anticuerpo se utilizó como 
puente un suero de conejo específico para inmunoglobulinas de ratón. Las células marcadas se adhieren a láminas de mica (tratadas previamente con poli-
lisina). Posteriormente se fijan con 0.1% de glutaraldehído durante 20 minutos a temperatura ambiente. Estas muestras fueron se cubren con otra lámina de mica y son congeladas en propano líquido.
Preparación de réplicasLos sándwiches formados por las láminas de mica sobre las que se disponen las células y las micas que las recubren, son separados en nitrógeno líquido, quedándonos con aquellas láminas sobre las que están dispuestas las células. A continuación se disponen 4 micas con las células sobre la mesa de un aparato de criofractura Balzers BAF400, realizando todo el proceso bajo nitrógeno líquido. 
Las muestras se transfieren rápidamente al aparato de criofractura, seguido 
por el sublimado del hielo superficial (mediante la utilización de un cuchillo metálico que está a una temperatura de -150ºC, mientras que la mesa en la que están las muestras permanece a -80ºC) en condiciones de vacío para eliminar el exceso de agua. Las muestras se sombrean con platino y se recubren con carbón, tras lo cual se calientan a temperatura ambiente al sacarlas del aparato de 
criofractura. A continuación se flotan en lejía, donde permanecen durante toda la noche para digerir el material orgánico. Al día siguiente se lavan varias veces en agua destilada y se montan sobre rejillas de níquel o cobre. 
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2.10   Experimentos Funcionales
Estimulación de células T con 
pentámero H-2Kb-OVApSe utilizaron células OT-1 naïve y células OT-1 pre-activadas. Para su estimulación se usaron distintas concentraciones 
(indicadas en las figuras) del pentámero H-2Kb-OVAp. La estimulación se realizó en RPMI 10%, en una placa P96 que fue incubada a 37 °C durante toda la noche. A las 24 horas, mediante citometría de 
flujo, se midió la expresión de CD69 y la 
producción de IFNγ.
Estimulación de células T con 
tetrámero H-2Kb-OVApEn estos experimentos se utilizaron células naif OT-1 y células de memoria OT-1 generado en ratones Ly5.1 (como se ha indicado anteriormente). Debido a la baja proporción de células de memoria OT-1, se intentó obtener un porcentaje similar de células naïve, para lo cual se utilizó una mezcla de células naïve procedentes de bazo de un ratón OT-1 (1/4) (donde la concentración de linfocitos T es aproximadamente 20%) y células procedentes de bazo de un ratón Ly5.1 (3/4), de modo que la proporción de linfocitos T naif OT-1 era del 5%.Se comprobó el fenotipo de las dos poblaciones (células naif y células 
memoria) mediante citometría de flujo. Se usaron los anticuerpos: CD45.2 APC (para diferenciar los linfocitos OT-1, tanto naïve como memoria), CD44 FITC (cuya expresión es alta en las células memoria), CD8 PerCP, y LFA-1 PE (CD11a) (una integrina cuya expresión es alta en células 
memoria).Se incubaron 0.5 x 106 de células por pocillo, con diferentes concentraciones de tetrámero (indicadas en cada caso 
en las figuras) en una placa P96 durante toda la noche, a 37 °C. Tras 24 h se midió la expresión de CD25 y la producción de 
IFNγ.
Fig. M2   Esquema del pentámero H-2Kb-OVAp 
comercializado por Proimmune. 
Este reactivo consta de cinco complejos MHC-péptido. Debido a su 
configuración en un plano, los cinco complejos MHC-péptido que forman el pentámero son capaces de unirse a TCRs complementarios. Cada pentámero tiene además cinco residuos de biotinas, pudiéndose 
unir hasta cinco grupos fluorescentes mediante estreptavidina, 
proporcionando eficiencia en el marcaje.
Fig. M3   Representación esquemática 
del tetrámero MHC clase I-péptido.El tetrámero MHC-Ip está unido mediante sus grupos biotina a un grupo SAPE. Debido a la disposición espacial del  tetrámero sólo tres de los complejos MHCp pueden interaccionar con tres 
TCR y tres moléculas CD8 presentes en la superficie del linfocito T (Wooldridge et al., 2009).
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2.11   Ensayos bioquímicos
Inmunoprecipitación, SDS-PAGE e 
inmunoblotPara obtener extractos celulares las células se lisaron en tampón de lisis Brij96 (Materiales, tabla 3) en agitación, a 4 °C, durante 45 min. A continuación se centrifugó a máxima velocidad, durante 15 min, a 4 °C. Los lisados correspondientes a 30-50 x 106 células se pre-incubaron con bolitas de proteína A sefarosa durante 1 
h, para evitar uniones no específicas. A continuación se le añadió BSA (1 mg/ml) y el anticuerpo inmunoprecipitante (5-10 
μg/ ml). Se incubaron durante 1 h a 4º C en condiciones de agitación. Posteriormente se le añadió la proteína A adsorbida a sefarosa y se incubó durante toda la noche a 4º C en condiciones de agitación. Se lavaron 3 veces y se  resuspendieron en tampón de carga.Las muestras de proteínas fueron separadas mediante SDS-PAGE (electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sódico). Se corrieron en geles al 10% ó 12%, dependiendo del experimento y del tamaño de la proteína de interés. La transferencia de proteínas se realizó en membranas de nitrocelulosa o de PVDF. Las proteínas se detectaron por inmunoblot.
2.12   Extracción de ARN de células 
T de ratón
En primer lugar, las células T naif 
procedentes de ratones OT-1 se purifican eliminando los linfocitos B y los linfocitos T CD4+ mediante el uso de los anticuerpos biotinilados contra CD4, B220b y CD11b y bolas magnéticas. A continuación una parte de estas células se usó para la 
extracción de ARN, y el resto se deja en cultivo, estimulándolas con OVAp (10pM) durante 24 h y se expanden el resto de los días en RPMI 10% suplementado con IL-2. Se extrajo ARN de estas células a diferentes días de estimulación (1, 4 y 7). 
Para la extracción del ARN se utilizó el kit de Qiagen “RNeasy Mini Kit (50), según las instrucciones del fabricante.A continuación estas muestras fueron usadas para llevar a cabo RT-qPCR en el Servicio de Genómica del CBMSO. El protocolo utilizado fue el siguiente:
Reacción de retrotranscripción: Se utilizaron 1000 ng de ARN total 
en un volumen final de 20 ul para 
todas las muestras. Se empleó el kit de retrotranscripción de Applied Biosystems (PN 4390712), que se compone de una mezcla de random primers y oligo dT’s, junto con la retrotranscriptasa y el resto de reactivos necesarios, siguiendo las 
especificaciones del fabricante.
qPCREl equipo de qPCR utilizado fue BioRad CFX 384.Volúmenes de reacción por pocillo 
(volumen final = 10 ul): 5 ng de ARN de la muestra en 0.1 ul (excepto en el control NTC, donde no se añade ARN); 3,9 ul de H2O (4 ul en NTC) y 1 ul de mezcla de primers Fw y Rv a 5 uM y 5 ul de SsoFast EvaGreen SuperMix de BioRad (CN 172-5204) para todos los genes.
Protocolo de amplificación: 30’’ a 95ºC + (5’’ a 95 ºC + 5’’ a 60ºC) x 40 + (5’’ a 60ºC + 5’’ a 95ºC). La adquisición de 
fluorescencia se hizo en ambos casos al 
final del paso de elongación durante la 
amplificación, y a lo largo de toda la rampa de temperatura en el ciclo de disociación o 
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melting. Se utilizaron triplicados técnicos para corregir errores de pipeteo en la carga de la placa.Los controles utilizados fueron:
Control NTC: con todos los reactivos menos la muestra, para comprobar que no existe contaminación en ninguno de ellos o que los primers no forman dímeros.
Control RT-: alícuota de la muestra de RNA que se somete al mismo tratamiento pero sin añadir retrotranscriptasa. Como 
no se retrotranscribe ADNc a partir del 
ARN, toda la amplificación observada será debida a ADN genómico. Por tanto sirve para evaluar la posible contaminación por ADN genómico de cada muestra y su aportación relativa frente al ADNc.Para el procesado de los datos se usó el software GenEx versión 5.3.7. 
Incluye la aplicación del método 2 -ΔΔCt y la obtención del valor medio de los triplicados técnicos. El análisis estadístico se llevó a cabo también con GenEx.
Tabla 5. Información de los oligos 5´y 3´utilizados
	  
GEN	  
	  
SECUENCIA	  OLIGO	  5´	  
	  
SECUENCIA	  OLIGO	  3´	  
CD3ζ	   GCACGATGGCCTTTACCA	   CAAGTGACATCAGCAGGTGAA	  
CD3ε	   	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	      AACACTTTCTGGGGCATCCT	   ATGTTCTCGGCATCGTCCT	  
CD3γ	  	  	  GA        GAGAAGCAAAGAGACTGACATGG	   TTATTTGTCTGGGCTACAGTGC	  
CD3δ	      TGTGCAAGTCCATTACCGAAT	   AAAGCAGTAGACGCCCAAAG	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Nuestros estudios anteriores mostrando la organización del TCR en nanoclusters se habían realizado en líneas celulares y blastos obtenidos de PBLs humanos (Schamel et al., 2005). Quisimos entender si los complejos TCR oligoméricos se encontraban en más tipos de linfocitos T. Por lo tanto, decidimos comprobar si el grado de oligomerización 
del TCR sobre la superficie cambia de células T naif a células T de memoria, ya que aunque se sabe que las células T memoria son mas sensibles para estímulos a través del TCR que las células 
T naif (Slifka and Whitton, 2011), las bases que sustentan esa diferencia aún no habían sido determinadas.Como primera aproximación analizamos células T CD8+ naif procedentes de ratones transgénicos 
para el TCR OT-1, específicos para un péptido derivado de la ovalbúmina (OVAp) unido a una molécula de H-2Kb, y células OT-1 previamente activadas in 
vitro. Este modelo nos permitió comparar células T naif y células T preactivadas que expresaban TCRs idénticos. Además, permitía comparar la sensibilidad de la respuesta de ambas poblaciones frente al antígeno. Las células T naif 
purificadas a partir de nódulos linfáticos expresaban todas el TCR transgénico, como se muestra mediante el marcaje 
uniforme con un anticuerpo específico 
para el segmento variable Vα2 utilizado por el TCR OT-1, y presentaban niveles entre bajos e intermedios de CD44 (Fig. R1A, panel izquierdo.). Las células T 
OT-1 preactivadas se generaron in vitro mediante la estimulación de células de bazo de ratones OT-1 con OVAp durante 2 días tras los cuales se lavaron y se expandieron con IL-2 durante los 6 días siguientes. Los cultivos de células T OT-1 estimuladas in vitro y expandidas con IL-2 en ausencia de antígeno eran casi exclusivamente células CD8+, Vα2+, CD44hi (Fig. R1A, panel derecho.) .Estas dos poblaciones celulares (células T OT-1 naif y células T OT-1 preactivadas) fueron 
fijadas con paraformaldehído y marcadas 
con un anticuerpo específico para el 
dominio extracelular de CD3ε (145-2C11) y con proteína A conjugada con oro de 10 nm. A continuación preparamos réplicas 
de la superficie de dichas células mediante “freeze-etching” y revestimiento con platino y carbono. Las réplicas fueron analizadas en un microscopio electrónico evaluando el número y tamaño de las agrupaciones de oro presentes en cada una de las células. En las réplicas de ambos tipos de células se observaron tanto partículas de oro sueltos como conjuntos de 2 o más partículas (Fig. R1B). Sin embargo, el análisis cuantitativo en ambas poblaciones celulares del número y tamaño de los complejos de TCR oligoméricos indicó, como se muestra (Fig. R1C) que en las células T OT-1 naif la mayoría de partículas de oro aparecen aisladas con una pequeña cantidad de pequeños nanoclusters, mientras que las réplicas de células T preactivadas se mostraban enriquecidas con un mayor número de nanoclusters de partículas de 
1.   Influencia de los TCR oligoméricos en la sensibilidad de las             
células T
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Fig. R1   En las células OT-1 preactivadas existe un enriquecimiento en complejos 
oligoméricos
A.    Fenotipo de las poblaciones de células T OT-1 naif y preactivadas.
B.    Imágenes de microscopía electrónica a gran aumento (100.000x) de la superficie celular de células T naif 
y células T previamente estimuladas y marcadas con anti-CD3ε (145-2C11). La barra de escala representa 100 nm.
C.    Análisis cuantitativo (media y desviación estándar) de la distribución de partículas de oro de células T OT-1 naif (barras grises) y células preactivadas (barras negras). El diagrama de la derecha muestra el análisis estadístico de la distribución de los clusters de oro de una, dos, tres, cuatro o más partículas de oro. Este 
análisis se hizo mediante el test de Student de dos colas: **p< 0,01; ***p< 0,001. Se muestra la cuantificación de diez células naif (3.733 partículas) y nueve células preactivadas (2.928 partículas). En el análisis chi-square de los clusters de una, dos, tres, cuatro o más partículas de oro/ cluster se obtuvo p< 0,0005.
oro, y además éstos eran de un tamaño 
mayor. Aunque la baja eficiencia de esta técnica no nos permite concluir que la mayoría de los TCRs en las células OT-1 naif no se encuentre en forma de oligómeros, 
la comparación entre las células OT-1 naif y pre-activadas sí nos permite concluir que el grado de oligomerización del TCR aumenta en las células OT-1 preactivadas.
69
Resultados
A continuación comparamos la sensibilidad a antígeno de las células T OT-1 preactivadas y las células T OT-1 naif. Las células T OT-1 fueron estimuladas y expandidas siguiendo el mismo procedimiento que hemos descrito en el apartado anterior, con la única excepción de que la interleuquina IL-2 fue retirada del medio de cultivo el día anterior al ensayo. Tras la estimulación con OVAp durante toda la noche medimos la expresión de 
CD25 e IFNγ. Las células preactivadas mostraban un incremento en la expresión de CD25 a una concentración de OVAp 
10 veces menor que la que necesitaban las células naif para observar en ellas una respuesta medida como expresión de CD25. En el caso de la producción 
de IFNγ ésta comenzaba en las células preactivadas a una concentración de OVAp 100 veces más baja comparada con la necesaria para las células naif. Cuando estimulamos con un pentámero Kb-OVAp las células OT-1 pre-activadas eran entre 10-1000 veces más sensibles, puesto 
de manifiesto mediante la expresión de 
CD69 y la producción de IFNγ. 
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Fig. R2     El enriquecimiento en complejos oligoméricos se correlaciona con un 
aumento en la sensibilidad a antígeno.
A.    Expresión de CD25 (gráfica superior) y producción de IFN-γ (gráfica inferior), medidas por citometría 
de flujo, en células T OT-1 naif (círculos amarillos) y preactivadas (círculos morados) tras la estimulación con OVAp toda la noche. Los datos son representativos de tres experimentos.
B.    Expresión de CD69 (gráfica superior) y producción de IFN-γ (gráfica inferior) en células T OT-1 naif y preactivadas tras la estimulación con pentámeros H-2Kb-OVAp durante 3 y 24h, respectivamente. Los datos representan la media y desviación típica de triplicados y son representativos de tres experimentos. Las 
diferencias son estadísticamente significativas, lo que fue determinado tanto en (A) como en (B) mediante una prueba t de dos colas.
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Fig. R3    Las células T memoria presentan una sensibilidad más alta a antígeno que las 
células T naif
A.     Fenotipo de células T OT-1 memoria generadas in vivo. Para generar células T memoria se inyectan por 
vía intravenosa 1 x 106 células dendríticas cargadas con 1 μM de OVAp en un ratón receptor LY5.1. El día siguiente se inyectan 2x106 células procedentes de los ganglios linfáticos de un ratón OT-1 en el ratón LY5.1. Dos meses y medio después se realiza el experimento. El panel superior muestra la proporción de células T OT-1 memoria CD8+CD45.2+ en los nódulos linfáticos de un ratón recipiente C57BL/6 Ly5.1 Pep3b. En los histogramas se compara el tamaño celular y el nivel de expresión de las moléculas indicadas en las células T memoria CD8+CD45.2+ (líneas negras) y las células T CD8+ procedentes de un ratón OT-1 sin manipular (líneas grises).
B.    Expresión de CD25 y producción de IFNγ en células OT-1 naif (círculos amarillos) y memoria (círculos morados) tras dos días de estimulación con el tetrámero Kb-OVAp. Las diferencias son estadísticamente 
significativas, lo que fue determinado mediante una prueba t de dos colas. Los datos representan la media y la desviación típica de triplicados y son representativos de tres experimentos.
El uso de ligandos MHCp recombinantes demostró que el incremento en sensibilidad que se evidencia en las células T preactivadas es independiente de cambios en la expresión de moléculas de adhesión y de moléculas 
coestimuladoras.
Finalmente, generamos células T OT-1 memoria in vivo. Para ello, introdujimos células T OT-1 naif y células dendríticas (obtenidas a partir del 
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cultivo de precursores de médula ósea de ratones C57BL/6) cargadas con OVAp en ratones receptores congénicos que expresan el marcador CD45.1 (C57BL/6 Ly5.1 Pep3b). Seis semanas más tarde, pudimos distinguir mediante citometría 
de flujo una pequeña población de células T CD45.2+ procedentes del ratón OT-1, que expresaban niveles más altos de los marcadores CD44 y LFA-1 que las células OT-1 T naif (Fig. R3A), indicando que eran células T de memoria. El solapamiento de 
su perfil de FSC con el de las células OT-1 naif indicaba que eran células T de memoria en reposo. Las células OT-1 memoria eran más sensibles a la estimulación con tetrámero Kb-OVAp que las células OT-1 
naif, como muestra la cuantificación de la expresión de CD25 y producción de 
IFNγ por citometría de flujo (Fig. R3B). Dado que ambas poblaciones expresan igual cantidad de TCR y de CD8 (Figura R3A), esto sugería que el incremento en sensibilidad de las células OT-1 memoria estaba directamente relacionado con la estimulación a través del TCR.
Debido a que la población de células T de memoria en los animales receptores 
era muy pequeña no pudimos purificar 
un número suficiente de células para llevar a cabo un análisis de microscopía 
electrónica para comparar la expresión del TCR en la membrana de ambos tipos celulares. Por este motivo, decidimos estimular in vitro células procedentes del bazo de los animales receptores estimulados y células procedentes de ratones OT-1 no manipulados con OVAp durante dos días. A continuación las expandimos con IL-2 durante 6 días más y utilizamos estas células para microscopía electrónica. Hicimos un marcaje con anti-CD3 y proteína A-oro de 10 nm y comparamos las réplicas de la 
superficie celular de ambas poblaciones. 
La cuantificación de las partículas de oro indicaba que las células activadas 
in vitro a partir de células memoria 
OT-1 expresaban significativamente más oligómeros grandes de TCR que las células procedentes de células T OT-1 naif activadas in vitro (Fig. R4A y R4B). Esto sugiere que la diferencia en la distribución de los complejos TCR 
en la superficie celular de las células T memoria era diferente de las células T naif antes de la activación in vitro ya que si no fuera así no hubiéramos esperado ninguna diferencia en la distribución. Este hallazgo además podría implicar que la estimulación repetida con antígeno resulta en un incremento adicional en el tamaño de los oligómeros.
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Fig. R4   Las células T de memoria presentan complejos TCR oligoméricos más grandes 
que las células naif tras la reactivación de ambas poblaciones celulares.
A.    Imágenes de réplicas de la superficie celular de blastos procedentes de la estimulación con 10 pM de 
OVAp de células naif y memoria. Ambas poblaciones celulares fueron marcadas con anti-CD3ε (145-2C11) y proteína A asociada a partículas de oro.
B.    Cuantificación (se representa la media y la desviación típica) de las partículas de oro observadas en 
la superficie de réplicas de blastos OT-1 derivados de células T naif (barras grises) y células T de memoria (barras negras) estimuladas in vitro durante 7 días. El diagrama de barras de la derecha muestra el análisis estadístico de la distribución de los clusters de oro de una, dos, tres, cuatro o más partículas de oro. Este 
análisis se hizo mediante el test de Student de una cola: *p< 0,05; **p< 0,01. La cuantificación que se muestra 
corresponde al marcaje de anti-CD3ε de las réplicas de siete células naif (4.284 partículas) y siete células memoria. En el análisis chi-square de los clusters de una, dos, tres, cuatro o más partículas de oro/ cluster se obtuvo p< 0,0005. Los datos son representativos de dos experimentos independientes.
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2.   Formación de complejos TCR oligoméricos: Estequiometría 
del TCR 
2.1   Cambio de la estequiometría 
del TCR en células T activadas El hecho de que las células T preactivadas estuvieran enriquecidas en oligómeros del TCR de mayor tamaño nos llevó a plantearnos qué mecanismos estarían implicados en ese aumento del tamaño durante la transición entre células naif y células preactivadas. Se describió que la mutación L19A en el dominio transmembrana de la cadena 
CD3ζ reducía la formación de complejos TCR oligoméricos y reducía la sensibilidad a la estimulación del antígeno (Kumar et al., 2011), por lo que sugería que la 
cadena CD3ζ debía estar implicada en la formación de dichos complejos. Además, la simetría del dominio transmembrana 
de CD3ζ podría por si mismo permitir una repetición de esta interacción, dando lugar a la formación de TCR oligoméricos, pudiendo ocurrir que cada complejo TCR 
contuviera un homodímero CD3ζ o , dada su simetría, que el homodímero fuera compartido por dos TCRs adyacentes en el oligómero, de modo que existirían dos 
estequiometría para CD3ζ diferentes. De acuerdo con esta hipótesis, el nivel 
de expresión de CD3ζ controlaría la oligomerización del TCR de tal manera 
que en condiciones de CD3ζ limitantes 
los TCRs tenderían a compartir CD3ζ y 
formar oligómeros. Por ello, decidimos 
comprobar si la abundancia de CD3ζ por TCR (es decir, el número de copias de cada subunidad por complejo) es diferente en células T naif y células T preactivadas.Para ello,  evaluamos la cantidad de 
CD3ζ existente relativa a la de CD3ε en células primarias de ratón activadas y sin activar. Utilizamos células OT-1 naif obtenidas de los ganglios linfáticos y células OT-1 preactivadas diferenciadas a partir de células de bazo estimuladas con OVAp durante 24h en cultivo y mantenidas posteriormente con IL-2 durante los 6 días siguientes. Estas células fueron usadas para obtener lisados celulares en los que se inmunoprecipitó el TCR con un anticuerpo 
específico para el TCRαβ seguido por análisis del inmunoprecipitado por SDS-PAGE e inmunoblotting con anticuerpos 
específicos para CD3ζ y CD3ε (Fig. R5A). 
Las cantidades relativas de CD3ζ y CD3ε dentro de los complejos TCR fueron determinadas mediante densitometría de las exposiciones de los inmunoblots. Al calcular el cociente entre la cantidad de ambas cadenas en las células naif y las células preactivadas observamos que la 
proporción de CD3ζ/ CD3ε disminuye en 
las células preactivadas, lo que confirma que la estequiometría del TCR cambia en linfocitos T que son estimulados.
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Fig. R5     La relación ζ/ε es mayor en células T preactivadas que en células T naif.
A.    Se usaron células OT-1 naif y linfoblastos (linfocitos estimulados in vitro con 10 pM de OVAp durante 24h y mantenidas con IL-2 durante los 6 días siguientes) para inmunoprecipitar el TCR con el anticuerpo H57 y 
detectar los niveles de CD3ζ y CD3ε asociados mediante SDS-PAGE y western blot. En ambas poblaciones se 
usaron cantidades crecientes del inmunoprecipitado en cada pocillo, como se indica en la figura.
B.    Representación del cociente ζ/ε en ambas poblaciones celulares. La cuantificación se hizo mediante 
densitometría y cálculo de la relación ζ/ε correspondiente a cada uno de los carriles del inmunoblot. A continuación se calculó la media y la desviación típica.
2.2   Sobreexpresión de CD3ζ en 
células OT-1De acuerdo con nuestra hipótesis, el 
nivel de expresión de CD3ζ controlaría la oligomerización del TCR de tal manera 
que un exceso de CD3ζ favorecería la formación de oligómeros más pequeños, lo que se traduciría en una disminución de la sensibilidad de respuesta a un antígeno. Para comprobar esta idea 
sobreexpresamos la cadena CD3ζ en células primarias de ratón OT-1. Para ello, se obtuvieron células naif de los ganglios linfáticos de un ratón OT-1 y fueron transducidas con lentivirus que 
codifican por la proteína de fusión CD3ζ-GFP, o sólo GFP como control, y a la vez estimuladas con OVAp (10pM) durante un día y expandido en IL-2 durante los 5 
días siguientes.  El análisis por citometría 
de flujo de los cultivos mostró pequeñas poblaciones de celulas OT-1 transducidas en ambos cultivos (Fig. R6A). Las células 
transducidas con CD3ζ-GFP expresaban niveles de TCR ligeramente mas altos que las células transducidas con GFP solo (Fig. R6B), lo cual era previsible, ya que la 
cadena CD3ζ es el componente limitante para la expresión del TCR. Los cultivos fueron estimulados con diferentes concentraciones de tetrámero Kb-OVAp y 
se midió la producción de IFNγ a las 24 horas de estimulación en las poblaciones GFP-positivas. Como se observa (Fig. R6C), las células transducidas con 
CD3ζ-GFP respondieron peor a bajas concentraciones de tetrámero que las células control, en concordancia con nuestra hipótesis.
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Fig. R6    Las células transducidas con CD3ζ son menos sensibles a estimulación débil
A.   Análisis por citometría de flujo del porcentaje de células OT-1 transducidas con GFP o ζ-GFP.
B.      Expresión del TCR en células OT-1 transducidas con GFP (histograma gris) y en células OT-1 transducidas 
con ζ-GFP (histograma morado)., detectado por marcaje con un anticuerpo específico para el dominio Vα2 
de la cadena TCRα del TCR OT-1 y citometría de flujo.
C.     Ensayo de activación in vitro de células OT-1 transducidas con GFP y células transducidas con ζ-GFP, tras estimular con concentraciones crecientes del tetramero Kb-OVAp y medir la produccion de IFNγ 24 horas más tarde.
2.3   Efecto de la sobreexpresión de la 
cadena CD3ζ en la distribución del 
TCR sobre la membrana plasmática Para relacionar de forma directa el 
aumento en la expresión de CD3ζ con la 
disminución del tamaño de los oligómeros de TCR era necesaria la visualización mediante microscopía electrónica de los nanoclusters de TCR. No pudimos realizar este experimento en células T primarias transgénicas OT-1 debido a que la baja 
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Fig. R7    Reducción del tamaño de los complejos TCR oligoméricos en células 2B4 
donde se sobreexpresa ζ.
A.       Se muestra la expresión de GFP en células 2B4 control (transducidas solamente con GFP) y en células 
transducidas con ζ-GFP antes y después de ser purificadas.
B.    Cuantificación (se representa la media y la desviación típica) del tamaño y número de clusters de 
partículas de oro en réplicas de la superficie de células 2B4 marcadas con el anticuerpo 2C11 y proteína A 
conjugada a partículas de oro de 10 nm. Los datos mostrados corresponden a la cuantificación de partículas 
de oro en células 2B4 transducidas con GFP (barras grises, se cuantificaron seis células de esta condición 
con un total de 11.147 partículas de oro) y en 2B4 transducidas con ζ-GFP (barras moradas, se cuantificaron 
siete células con 19.126 partículas de oro). En la gráfica de la derecha se muestra la estadística de los grupos de 1 a 8 oros, y de más de 8 oros, realizada mediante una prueba t de 1 cola.
77
Resultados
eficiencia que obtuvimos de transducción 
no nos permitió purificar un número 
suficiente de células para llevar a cabo una tinción de microscopía electrónica. Por ello elegimos la línea celular 2B4 para llevar a cabo estos experimentos, ya 
que la eficiencia de transducción resultó mucho mayor.Tras la transducción lentiviral de 
células 2B4 con CD3ζ-GFP o GFP solo, ambas poblaciones celulares fueron sorteadas para obtener poblaciones puras de células transducidas y poder llevar a cabo los experimentos de microscopía electrónica. Las células se marcaron con el anticuerpo 145-2C11 y proteína A conjugada a partículas de oro de 10 nm. Realizamos el recuento del tamaño y número de nanoclusters de TCR y comprobamos que se producía la disminución de los oligómeros de TCR de mayor tamaño en aquellas células que 
habían sido transducidas con ζ-GFP (Fig. R7).Hicimos varios ensayos de estimulación in vitro de las células transducidas, pero el nivel de respuesta entre ambas poblaciones era muy similar y no conseguimos obtener datos claros sobre el efecto de la sobreexpresión de 
CD3ζ-GFP en la activación de este tipo celular.
2.4 Transcripción de las cadenas del 
TCR durante la activación
Tras comprobar la diferencia existente en la relación entre las cadenas 
CD3ζ y CD3ε en células naif y células preactivadas, decidimos determinar a que nivel surgía esta diferencia, si por 
una variación en la cantidad de CD3ζ o 
por una variación en la cantidad de CD3ε. De modo que evaluamos la variación de niveles de expresión de los distintos 
genes que codifican las subunidades del TCR encargadas de la señalización 
(CD3δ, CD3γ, CD3ε y CD3ζ) en células T primarias transgénicas OT-1 a diferentes días de estimulación. Los linfocitos OT-1 
fueron purificados mediante selección negativa de los linfocitos T CD4+ y los linfocitos B, y a partir de las células T CD8+ resultantes se obtuvo una primera población sin estimular y el resto se dejó en cultivo con OVAp 10 pM, recogiéndose las células OT-1 a distintos días de 
estimulación. Mediante citometría de flujo comprobamos el fenotipo de estas células. Las células T CD8+ naif expresan niveles bajos de CD44 y niveles altos de CD62L (Fig. R8A). Durante la diferenciación a células efectoras disminuye la expresión de CD62L en membrana mientras que aumenta la expresión de CD44 (Fig. R8B).Mediante qPCR se determinaron los 
niveles de expresión de los genes: CD3δ, 
CD3γ, CD3ε y CD3ζ. Como se puede observar (Fig. R8C) en todos los genes se producía un aumento progresivo de la expresión conforme se estimulaban las 
células con la excepción de CD3ζ, en la que a día 7 se producía una disminución en la expresión.Al comparar la expresión relativa entre las distintas cadenas del TCR vimos que el día 1 de estimulación se produce un 
aumento en la expresión de la cadena ζ con respecto al resto de las cadenas de 
TCR, pero esta relación se iguala al final de la estimulación con el cociente observado en las células sin estimular. Por tanto, podemos concluir que no hay diferencias en la expresión relativa del ARN de la 
cadena CD3ζ entre las células naif (sin 
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estimular) y las células preactivadas (células obtenidas tras 7 días de estimulación), por lo que la disminución 
en la cantidad de la cadena CD3ζ en los complejos TCR en las células activadas se debe a un proceso post-transcripcional. 
Fig. R8   La expresión del ARN de ζ disminuye con respecto a la expresión de ARNm del 
resto de cadenas del TCR
A.    Las células T naif procedentes de un ratón OT-1 fueron purificadas eliminando los linfocitos B y los linfocitos T CD4+ mediante el uso de los anticuerpos CD4, B220b y CD11b y bolas magnéticas.
B.     Las células T OT-1 purificadas fueron estimuladas con OVAp. Se midió la expresión de CD44 y CD62L en las células sin estimular, y a los 1, 4 y 7 días tras la estimulación.
C.   Expresión del mRNA de los genes CD3δ, CD3γ, CD3ε y CD3ζ en células OT-1 sin estimular y estimuladas durante 1, 4 ó 7 días. Se estimularon durante 24 horas con OVAp y el resto de los días se mantuvieron con IL-2.
D.   Comparación de los cocientes de expresión de la cadena CD3ζ del TCR con el resto de cadenas señalizadoras del TCR.
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3.    Distribución de los complejos MHC-péptido en la superficie 
celular de las APCs
3.1    Las moléculas MHC se 
organizan en la superficie de las 
APCs en forma de complejos MHC 
oligoméricos
Dada la necesidad de ligandos MHCp oligoméricos en ensayos de estimulación 
in vitro es relevante estudiar si las APCs pueden formar agrupaciones de moléculas MHC que presenten péptidos idénticos in vivo. En la literatura se ha mostrado la existencia de agrupaciones de moléculas de MHC clase I y II mediante la utilización de técnicas bioquímicas de inmunoprecipitación y SDS-PAGE o de microscopía confocal (Kropshofer 
et al., 2002; Triantafilou et al., 2000) y que estas agrupaciones se encuentran en microdominios de la membrana plasmática. Se había descrito que las agrupaciones de MHC clase II están enriquecidas en determinados péptidos, pero no se había determinado si las moléculas MHC con péptidos idénticos se encontraban en el mismo nanocluster (Vogt et al., 2002).
Nosotros confirmamos mediante microscopía confocal la presencia de nanoclusters de MHC-I sobre la membrana plasmática. Marcamos células dendríticas derivadas de medula ósea de ratón y la línea T EL4, con el anticuerpo AF6-88.5, 
que reconoce H-2Kb independientemente del péptido que presenta, y comprobamos por microscopía confocal que MHC-I se distribuye en un patrón punteado 
en la superficie (Fig. R9A y R9B). Para tener evidencia a nivel molecular de la existencia de tales complejos MHC-I 
oligoméricos en la superficie celular de las APCs, preparamos muestras de células dendríticas y EL4 para su análisis por microscopía electrónica. En células dendríticas hicimos una tinción de microscopía electrónica de 
la superficie de estas células utilizando el anticuerpo B22.249 que reconoce el MHC de clase I de ratón H-2Db (también independientemente del péptido que tenga unido) y para las células EL4 el anticuerpo AF6-88.5, seguido del marcaje con proteína A conjugada con oro y la 
preparación de réplicas de la superficie 
celular. El gráfico de barras y las imágenes de microscopía electrónica (Fig. R9C, R9D, R9E), muestran la existencia de complejos 
MHC-I oligoméricos en la superficie de células dendríticas y de células EL4. Estos datos complementan las observaciones previas, ya que muestran directamente con resolución molecular la existencia 
de oligómeros de MHC-I en la superficie celular.
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Fig. R9     Las células MHC-I se distribuyen en forma de complejos oligoméricos sobre la 
superficie celular.
A y B.     Imagenes de microscopía confocal en la que se muestran células dendríticas (A) y células EL4 (B) marcadas con el anticuerpo anti-H2Kb (rojo) y to-pro (verde)
C.         Imágenes de microscopía electrónica de replicas de la superficie de células dendríticas a 100000x. 
Las células están marcadas con B22.24, que reconoce de forma específica moléculas H-2Db, y proteína A asociada a partículas de oro.
D.       Análisis cuantitativo de las partículas de oro en células dendríticas de ratón marcadas con B22.249 Se 
cuantificaron también células control marcadas con el anticuerpo W6/32, como control negativo, que reco-
noce sólo MHC-I humano. El marcaje en las células control suponía el 8% del marcaje específico, y en ningún caso aparecían más de 4 partículas de oro juntas.
E.     Imágenes de replicas de la superficie de células EL4 marcadas con el anticuerpo  especifico para H-2Kb y proteína A-oro.
3.2 Existencia de clusters de 
complejos MHC presentando 
péptidos idénticos Para determinar de forma directa si complejos MHC cargados con péptidos 
idénticos pueden  forman agrupaciones 
en condiciones fisiológicas decidimos utilizar un modelo de infección viral de APCs en combinación con un anticuerpo 
monoclonal que es específico para una sola combinación de una molécula MHC y 
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un péptido determinado. Utilizamos como APCs células dendríticas (DC) y la línea celular EL4 en combinación con el virus MVA-OVA, un virus recombinante no-replicativo que deriva del virus Vaccinia 
Ankara Modificado (MVA) en el que se ha insertado el gen de la ovalbúmina de pollo (OVA) (El-Gogo et al., 2007).  El MVA es empleado extensamente como vector ya que es incapaz de replicarse en células de mamífero, a excepción de las células de hámster BHK-21 (Drexler et al., 1998) y mantiene una perfecta expresión tanto de los genes virales como de los heterólogos (Di Lullo et al., 2009). Para detectar 
específicamente moléculas H-2Kb cargadas con un péptido (OVAp) derivado de la ovalbúmina utilizamos el anticuerpo monoclonal 25D1.16 (Porgador et al., 1997). 
Se han descrito ciertas líneas celulares que no son susceptibles a la infección por Vaccinia (Esquivel et al., 1992). Comprobamos que la línea celular EL4 sí era susceptible a la infección con el virus MVA-OVA. Para establecer si la detección tanto de proteínas como de epítopos víricos era consecuencia de una infección productiva por el virus o de una fagocitosis por parte de las células EL4, estas células fueron incubadas con MVA-OVA durante 1h a 4°C, 1h a 37°C ó 1h a 37°C  seguido por un lavado y 5h mas de cultivo a 37°C. Los lisados de estas células fueron analizados por SDS-PAGE e inmunoblot con antisueros 
específicos para vacuna (Fig. R10A) y ovalbúmina (Fig. R10B). Comparando el patrón de las proteínas detectadas en los inmunoblots entre células incubadas sólo con el virus durante 1 hora y células 
incubadas durante una hora y cultivadas 5 horas más, pudimos observar que hay ciertas proteínas del virus (Fig 10a, 
flechas blancas) que sólo se expresan tras un periodo de 6h y otras que aumentan 
significativamente su nivel de expresión, lo que indica que hay síntesis de novo de proteínas víricas en las células EL4, y por lo tanto una infección productiva. Además, sólo detectamos la proteína ovalbúmina después del cultivo prolongado, indicando que la expresión de esta proteína se aumenta tras una infección productiva y depende de la infección (Fig R10B). Otro dato que nos reveló de forma indirecta que las células EL4 estaban verdaderamente infectadas con MVA-OVA fue el patrón de marcaje con el anticuerpo 25D1.16 en citometría de 
flujo (Fig. R10C). Cuando las células EL4 eran incubadas con el virus MVA-OVA a diferentes multiplicidades de infección (MOI) se observaba que una MOI más alta se traducía en un porcentaje mayor de células marcadas con el anticuerpo 25D1.16, pero no en un aumento en la intensidad de marcaje con este anticuerpo, lo que se esperaría si las células obtuvieran el virus por fagocitosis. 
El análisis por citometría de flujo 
mostrado en la figura 10C indicaba que a las 6 horas después de la infección de células EL4 con MVA-OVA había moléculas H-2Kb presentando el péptido derivado 
de la ovalbúmina en la superficie celular. Por lo tanto, utilizamos en todos los experimentos posteriores con las células EL4 un tiempo de 6 horas de infección para estudiar la distribución de los complejos H-2Kb-OVAp en la superficie celular.
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Fig. R10     El virus MVA-OVA infecta a la línea celular EL4
A y B.     Inmunoblots de lisados de células EL4 control o incubadas con el virus MVA-OVA a una multiplicidad de infección (MOI) de 10 durante 1h a 4°C ó 37°C, o 1h a 37°C seguido por un lavado y cultivo durante 5h más. Se detectó la expresión de distintas proteínas de MVA-OVA usando un suero de conejo anti-vacuna, y la expresión de la proteína ovalbúmina utilizando un antisuero anti-OVA.
C.          Histogramas de los valores obtenidos por citometría de flujo mostrando la expresión de H-2Kb-OVAp en células EL4 sin infectar (histograma gris) o células infectadas con el virus MVA-OVA (histogramas verdes) a una MOI de 1, 5 ó 10 durante 6h, y marcadas con el anticuerpo 25D1.16.
Para determinar la distribución de los complejos H-2Kb-OVAp en la superficie celular de células EL4 infectadas con MVA-OVA analizamos células marcadas con el anticuerpo 25D1.16 por microscopia 
confocal. Para comprobar la especificidad del marcaje infectamos en paralelo células EL4 con el virus MVA-WT, que no expresa la ovalbúmina, e hicimos un doble marcaje. En primer lugar hicimos 
un marcaje de la superficie celular con el anticuerpo 25D1.16 y, después de permeabilizar las células, un marcaje 
intracelular con un antisuero específico 
para vacuna. Como se muestra en la figura R11A, solo en células infectadas con MVA-OVA se observaba señal para el anticuerpo 
25D1.16, indicando la especificidad del marcaje. La distribución de los complejos H-2Kb-OVAp era muy restringida, concentrada en unos pocos cúmulos de 
la superficie celular. Para descartar que el patrón de distribución de los complejos H-2Kb-OVAp fuera un artefacto causado por la permeabilización, repetimos el doble marcaje en células  EL4 sin permeabilizar (Fig. R11B).
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Fig. R11    Especificidad del marcaje con el anticuerpo 25D1.16 y distribución de los 
complejos H-2KbOVAp sobre la superficie celular de células EL4 infectadas con MVA-OVA.
A.     Células EL4, infectadas durante 6 horas con una MOI de 10 del virus MVA-OVA (panel superior) o 
con el virus control MVA-WT (inferior), fueron fijadas y marcadas con el anticuerpo 25D1.16 antes de permeabilzarlas con saponina y teñirlas con un suero de conejo anti-vacuna  y to-pro.
B.    Se repitió el marcaje descrito en (A), omitiendo la permeabilización. El marcaje para epítopos de vacuna 
en esta condición está limitado a la superficie celular, mostrando la integridad de la membrana extracelular.  
Para aclarar la relación entre los cúmulos de moléculas H-2KbOVAp observados en las células EL4 y el conjunto de las moléculas H-2Kb comparamos 
primero la distribución de las moléculas H-2Kb-OVAp en células EL4 infectadas por MVA-OVA con la de células EL4 incubadas con un péptido sintético, exógeno, que 
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Fig. R12    La infección con MVA-OVA da lugar a la expresión de H-2Kb-OVAp en cúmulos 
discretos
A.    Imágenes de microscopía confocal de células EL4 infectadas durante 6h con el virus control MVA-WT o el 
virus MVA-OVA a una MOI de 10, o incubadas durante 3h con OVAp (1μM). Se muestra el marcaje de 25D1.16 (rojo) y de to-pro (verde).
B.    Perfiles de intensidad de 25D1.16 de las membranas de células infectadas con MVA-OVA (verde) o incubadas con OVAp (morado). En el eje X se representa el perímetro de la membrana plasmática, en nm, y en el eje Y la intensidad del marcaje con 25D1.16. La línea horizontal representa el umbral determinado como la intensidad 
media del 25D1.16 en las células control, sin antígeno. Estos perfiles fueron obtenidos con el programa Image 
J. En la gráfica de barras se representa la media del número de picos sobre el umbral obtenidos en cada una de 
las muestras obtenidas mediante la cuantificación de ocho células de cada condición.
C.    Cuantificación en células EL4 del número de partículas marcadas con 25D1.16 presentes en la membrana. 
Se cuantificaron 30 células infectadas con MVA-OVA y 40 célula incubadas con OVAp en cada experimento. Se 
cuantificaron 2 experimentos independientes.
D.    Determinación por citometría de flujo del nivel de expresión de H-2Kb en células EL4 infectadas con MVA-OVA a diferentes MOI.
E.    Distribución de H-2Kb en células EL4 incubadas durante 6h con el virus MVA-OVA a una MOI de 10 o 
durante 3h con OVAp (1μM), determinado mediante microscopía confocal.
F.    Cuantificación de la distribución de H-2Kb observada por microscopía confocal en 30 células infectadas con MVA-OVA y 20 células incubadas con OVAp . En el diagrama de barras superior se representa el porcentaje de la membrana en el que se expresa H-2Kb, y en el diagrama inferior la densidad. Estas cuantificaciones se hicieron en dos experiementos independientes.
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corresponde al péptido natural OVAp presentado por las moléculas H-2Kb en 
las células infectadas (fig. R12A). Como hemos visto anteriormente, había un número limitado de cúmulos en células infectadas con MVA-OVA, mientras que en las células incubadas con el péptido OVAp se observaba un marcaje más continuo de la membrana. El análisis cuantitativo de los marcajes, medido por dos algoritmos distintos, mostró que el número de cúmulos en células incubadas con el 
péptido era significativamente más alto que en las células infectadas con MVA-OVA (Fig. R12B y R12C). Esta formación de cúmulos de moléculas H-2Kb-OVAp tras la infección no era un efecto general del virus sobre el conjunto de las moléculas MHC ya que las tinciones de células infectadas y de células incubadas con péptido con un anticuerpo que reconoce el conjunto de las moléculas H-2Kb mostraba una distribución y niveles de expresión indistinguibles (Fig. R12D, R12E y R12F). Estos datos sugirieren que tras la infección con MVA-OVA sólo un subconjunto de las moléculas MHC presentan el OVAp y que estas moléculas 
llegan a la superficie celular agrupadas.
Comprobamos también la distribución 
de los complejos H-2Kb-OVAp sobre la 
superficie celular de células dendríticas, ya que son APCs profesionales. Para determinar la cinética de aparición 
de estos complejos en la superficie celular infectamos estas células con MVA-OVA durante 4 ó 6h y analizamos la aparición de complejos H-2Kb-OVAp mediante microscopia confocal. Los datos 
presentados en la figura 13A muestran que los complejos H-2Kb-OVAp llegaban 
a la superficie celular entre las 4 y 6h después de la infección. La comparación directa entre células infectadas con MVA-OVA y células incubadas con OVAp 
(1μM) mostró (Fig. R13B) la presencia de las moléculas H-2Kb-OVAp en forma de cúmulos, tanto en las células infectadas con el virus MVA-OVA como en aquellas que habían sido incubadas con OVAp. Al igual que en las células EL4, se observó que el patrón de distribución de esos complejos era diferente en los distintos tratamientos, ya que mientras que en las células infectadas los cúmulos de MHCp aparecían como agrupaciones discretas sobre la membrana, la distribución de MHCp en las células incubadas con OVAp aparecían de forma casi continua por toda la membrana plasmática, originando un patrón mucho más homogéneo.
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3.3 Detección de oligomeros de 
complejos H-2Kb-OVAp Para poder visualizar la distancia entre las moléculas H-2Kb-OVAp individuales, 
marcamos células EL4 fijadas con paraformaldehído con el anticuerpo 25D1.16, seguido por un suero de conejo 
específico para inmunoglobulinas de ratón y proteína A conjugada a partículas de oro de 10nm. Hicimos réplicas de la 
superficie de estas células y evaluamos la distribución de los complejos H-2Kb-OVAp mediante microscopía electrónica. Obtuvimos imágenes de células enteras 
mediante la compilación automática de imágenes de distintas partes de las células, con la ventaja de poder visualizar la distribución de MHCp  a nivel molecular por toda la célula. Observamos nanoclusters en los cuales las partículas de oro estaban directamente contiguas 
(fig. R14B, imagen inferior), indicando que las moléculas H-2Kb-OVAp pueden organizarse en oligómeros, tal como habíamos observado para el TCR. La 
detección en condiciones fisiológicas de oligómeros de ligandos MHC con péptidos idénticos es muy relevante para entender los mecanismos de activación de las 
Fig. R13    La infección 
de células dendríticas da 
lugar a la aparición de 
clusters de H-2Kb-OVAp
A. Cinética de la aparición de complejos H-2Kb-OVAp en la 
superficie celular de células dendríticas infectadas con MVA-OVA. Se muestran células sin infectar o infectadas con el virus MVA-OVA a una MOI de 10 durante 4 ó 6h y marcados con el anticuerpo 25D1.16 y To-pro.
B. Imágenes de microscopía confocal de células dendríticas sin infectar (control) o infectadas durante 6h con el virus MVA-OVA a una MOI de 10, o incubadas durante 3h con OVAp. Se muestra el marcaje de 25D1.16 y de to-pro.
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Fig. R14    Las moléculas de MHCp específico se disponen de forma contigua dentro de 
los clusters
A.    Imágen de microscopía electrónica de la réplica superficie de la superficie completa de una célula EL4 
infectada con el virus MVA-OVA. La barra de escala corresponde a 1 μm.
B.    Micrografías obtenidas mediante el aumento a partir de la imagen anterior, de dos regiones de la mem-
brana, muestran la distribución de partículas de oro de 10 nm en réplicas de la superficie celular marcadas con el anticuerpo 25D1.16.  La barra de escala corresponde a 100 nm.
C.    Detalle de las agrupaciones de partículas de oro encontradas en la superficie celular.
D.    Imágenes de microscopía electrónica. La imagen de la izquierda corresponde a la superficie completa de 
una célula EL4 y la imagen de la derecha al aumento de una región de la micrografía anterior donde se puede 
observar un complejo de MHCp específico oligomérico de gran tamaño.
células T. Además, encontramos que hay regiones de la membrana plasmática que están enriquecidas en oligómeros de H-2Kb-OVAp, mientras que también existen zonas prácticamente “desiertas” en las que sólo aparecen agrupaciones de 2 partículas de oro  y partículas sueltas 
(fig. R14B, imagen superior). En unos pocos casos encontramos agrupaciones 
de partículas de oro de gran tamaño (fig. R14D) que podrían corresponder a los cúmulos observados por microscopía confocal.
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3.4   El tratamiento con MβCD afecta 
a la distribución de complejos 
MHC-I-péptido oligoméricos sobre 
la superficie de las APCs Se ha descrito que las moléculas MHC de clase II se agrupan en as balsas lipídicas (Anderson et al., 2000), por lo que quisimos comprobar la implicación de las balsas lipídicas en la organización de las moléculas MHC de clase I sobre la 
superficie celular. Para ello utilizamos la 
droga metil-beta-ciclodextrina (MβCD) que al extraer el colesterol disgrega las balsas lipídicas. Utilizamos células EL4 que fueron infectadas con el virus MVA-OVA y a continuación se trataron con 5 mM 
de MβCD, dejando una muestra sin tratar, 
como control. Estas células fueron fijadas con paraformaldehído y utilizadas para experimentos de microscopía confocal y microscopía electrónica. En las imágenes de microscopía confocal observamos la disminución de cúmulos de H-2Kb-OVAp tras el tratamiento con la droga, indicando 
que la MβCD provoca la dispersión de las agrupaciones de MHCp. Estos datos fueron reforzados mediante experimentos de microscopía electrónica en los que las células fueron marcadas con el anticuerpo 25D1.16, seguido por un suero de conejo 
específico para inmunoglobulinas de ratón y proteína A conjugada a partículas de oro de 10 nm. En las compilaciones que obtuvimos observamos que las 
moléculas H-2Kb-OVAp se disponen en 
forma de nanoclusters en la superficie de las células no tratadas. Sin embargo, en 
las células tratadas con MβCD se produce la disgregación de estos complejos, de modo que las moléculas de H-2Kb-OVAp aparecen en su mayoría como oligómeros de pequeño tamaño (Fig. R15A). Para asegurarnos que la disminución del número de nanoclusters de H-2Kb-OVAp que observábamos tras el tratamiento 
con MβCD no se debía a una eliminación de estas moléculas en la membrana, evaluamos el número total de moléculas de H-2Kb-OVAp en la superficie celular, independientemente de su organización. 
Mediante citometría de flujo medimos la expresión en la membrana de 25D1.16 en células EL4 infectadas con MVA-OVA sin tratamiento y en células tratadas con 5 mM 
de MβCD. Observamos que el tratamiento 
con MβCD no afecta la expresión total de 25D1.16, es decir el número de complejos H-2Kb-OVAp permanece constante a pesar de la disrupción de las balsas lipídicas. El número de moléculas de MHC-I total también permanece constante. Estos datos 
reflejan que los nanoclusters de H-2Kb-OVAp son dependientes de colesterol, por lo que sugiere que podrían encontrarse en dominios ricos en colesterol en la membrana plasmática, es decir, en balsas lipídicas
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Fig. R15   El tratamiento con MβCD disgrega los oligómeros de MHC con péptidos idénticos
A.    Imágenes de microscopía electrónica de la superficie de células EL4 infectadas durante 6h con MVA-OVA 
(10 MOI) y tratadas con 5 mM de MβCD o sin tratar (control), mostrando la distribución de partículas de oro 
de 10 nm en réplicas de las superficie celular marcadas con el anticuerpo 25D1.16. 
B.    Imágenes de microscopía confocal de células EL4 infectadas durante 6h con MVA-OVA (10 moi) y tratadas 
con 5 mM de MβCD o sin tratar (control), mostrando la distribución de partículas marcadas con el anticuerpo 25D1.16 (rojo) y to-pro (verde).
C.    Análisis cuantitativo de las partículas de oro en nanoclusters de los tamaños indicados en células control 
(barras blancas) y tratadas con 5 mM de MβCD (barras verdes). Los valores que se representan son la media y la desviación típica. El diagrama de barras de la derecha muestra la distribución entre clusters de uno, dos, tres, cuatro, cinco o más de cinco partículas, y el análisis estadístico llevado a cabo mediante un test de Student de dos colas ( *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). 
D.    Determinación por citometria de flujo del nivel de expresión de los complejos H-2Kb-OVAp (detectado con 
el anticuerpo 25D1.16, gráfica superior) y del conjunto de las moléculas H-2Kb (anticuerpo AF6-88.5, gráfica inferior) en  células EL4 infectadas con el virus MVA-OVA (MOI de 10). Tras 6h de infección,  las células fueron 
incubadas durante 30 min a 37 ºC, parte de las células sin tratamiento y otra parte con 5 mM de MβCD. Se uti-lizaron células EL4 infectadas con el virus MVA-WT como control de marcaje.
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Para determinar si la organización de las moléculas de MHC-I, independientemente del péptido que presenten, depende de la 
presencia de colesterol en la membrana, se utilizaron células EL4 infectadas con MVA-OVA (MOI 10) y tratadas con 
Fig. R16    Efecto del tratamiento con MβCD en la organización de las moléculas de MHC-I
A.    Células EL4 infectadas durante 6h con el virus MVA-OVA (10moi) y tratadas con 5 mM de MβCD y sin tratar se marcaron con el anticuerpo H-2Kb para detectar la expresión de MHC-I por microscopía confocal.
B.    Réplicas de la superficie de las células EL4 control y tratadas con 5 mM de MβCD, y marcadas con el anti-cuerpo H-2Kb. Se tomaron compilaciones a 10.000x y se muestran regiones de la superficie celular en las que se ve la distribución de partículas de oro de de10 nm.
C.   Análisis cuantitativo de las partículas de oro en clusters de los tamaños indicados en células EL4 infec-
tadas durante 6h con MVA-OVA y sin tratar, control (barras blancas) o tratadas con 5 mM de MβCD (barras verdes). Los valores que se representan son la media y la desviación típica de ocho células de cada condición. 
En las células sin tratamiento se cuantificaron un total de 9.795 partículas de oro, y 13.982 en las células 
tratadas con MβCD. El diagrama de barras de la derecha muestra la distribución entre clusters de 1-5, 6-8 ó 
más de 8 oros. El grupo de más de ocho oros presentaba una diferencia estadísticamente significativa, medido mediante una prueba t de dos colas.
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MβCD o sin tratar (células control) y fueron marcadas con el anticuerpo AF6-
88.5, especifico para H-2Kb, para su visualización por microscopía confocal. Como se observa (Fig. R16A), las moléculas H-2Kb muestran un patrón de distribución en la membrana homogéneo y su expresión es similar antes y después 
del tratamiento con MβCD. Con el fin de determinar de forma más precisa la distribución de las moléculas H-2Kb decidimos observar la organización de estas moléculas mediante microscopía electrónica. De este modo, células EL4 infectadas con el virus MVA-OVA fueron 
fijadas y marcadas con el anticuerpo contra H-2Kb, seguido por un suero de 
conejo específico para inmunoglobulinas de ratón y proteína A conjugada a 
partículas de oro. La cuantificación de las moléculas H-2Kb presentes en la superficie celular y analizadas en las compilaciones de las muestras observadas mediante microscopía electrónica, mostró que había una tendencia hacia complejos más pequeños, pero no era tan marcada como la observada en las moléculas H2-Kb-OVAp (Fig. R16B y R16C). De modo, que a diferencia de los oligómeros de moléculas MHC-I que presentan péptidos idénticos, el total de moléculas MHC-I no parece estar en balsas lipídicas, pudiendo encontrarse en otros dominios de membrana dada la enorme complejidad que presenta la arquitectura de la membrana plasmática 
(Lindner and Naim, 2009). Sin embargo, una fracción de estas moléculas, las que se encuentran formando agregados de mayor tamaño, parece verse afectada tras el tratamiento, de modo que en las células 
tratadas con MβCD hay una disminución en el porcentaje de complejos formados por más de 8 moléculas de MHC, siendo 
estadísticamente significativo.
3.5 Estabilidad de los clusteres 
H-2Kb-OVAp Decidimos determinar el tiempo que permanecen los nanoclusters de H-2Kb-OVAp en la membrana plasmática. Para ello después de infectar células EL4 durante 6h con MVA-OVA las tratamos con cicloheximida, un inhibidor de la síntesis proteíca en organismos eucariotas, y comprobamos primero mediante 
citometría de flujo el nivel de expresión de los complejos H-2Kb-OVAp en la 
superficie.  Hicimos tratamientos a varios tiempos, pero sólo pudimos evaluar la expresión del 25D1.16 hasta las 3h de tratamiento con cicloheximida, ya que las células a tiempos más largos estaban ya muy dañadas. Dentro de estos tiempos, el nivel de expresión permanecía estable (Fig. R17A). El análisis por microscopía confocal mostró que los cúmulos de H-2Kb-OVAp son estables durante más de 3 horas (Fig. R17B y R17C).
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Fig. R17    Los complejos H-2Kb-OVAp permanecen estables durante más de 3 horas en la 
superficie celular
A.    Expresión del epítopo 25D1.16 en células control, sin antígeno (gris) o en células infectadas con MVA-OVA (10 MOI) sin tratar o tratadas durante 1, 2 ó 3 horas con cicloheximida (CHX) 10 µM.
B.    Imágenes de microscopía confocal mostrando la expresión del 25D1.16 (partículas rojas) en células control (sin infectar) y células infectadas durante 6h con MVA-OVA (10 MOI), sin tratamiento y tratadas con cicloheximida 10 µM durante 1 ó 3 horas.
C.   Cuantificación de los cúmulos de 25D1.16 en la membrana de células EL4 infectadas con  MVA-OVA sin 
tratar o tratadas durante 1 ó 3h con CHX. Se cuantificaron dos experimentos independientes. 
3.6 El enriquecimiento en clusters de 
MHCp específicos se correlaciona 
con una mayor capacidad de 
estimulación
Teniendo en cuenta que existen diferencias en la distribución de los complejos H-2Kb-OVAp entre las células que han sido infectadas y las células incubadas con OVAp en forma soluble 
en el medio, decidimos determinar si la diferencia en distribución de MHCp en las 
APCs podía modificar la sensibilidad de la respuesta producida por los linfocitos T. Se infectaron células EL4 con el virus MVA-OVA, el virus MVA-WT junto con distintas concentraciones del péptido OVAp, y se usaron como células presentadoras para determinar la respuesta de linfocitos T OT-1. Tras 24 horas de contacto entre 
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las APCs y los linfocitos OT-1, se midió 
la producción de IFNɣ y la expresión de CD69. Para poder comparar las respuestas de los OT-1 estimulados con APCs cuyo antígeno procedía de la infección por MVA-OVA con aquellas donde la procedencia del antígeno era el péptido OVA en solución tras las 6h de infección con MVA-OVA ó MVA-WT y 3h de incubación con OVAp, se midieron y 
representaron los niveles de expresión de 25D1.16 y se compararon los niveles 
de IFNɣ y CD69 para la misma expresión de 25D1.16. Como se observa (Fig. R18) 
la expresión tanto de IFNɣ como de CD69 es mayor en las células OT-1 estimuladas con células EL4 infectadas con MVA-OVA, que en aquellas incubadas con OVAp en solución.
Fig. R18     Las células infectadas con virus producen una respuesta mayor que las incuba-
das con péptido soluble.
A.    Nivel de expresión, determinado por citometría de flujo, de las moleculas H-2KbOVAp en células infectadas con el virus MVA-OVA con una MOI de 10 (histograma verde) y células infectadas con el virus MVA-WT con una MOI de 10 con concentraciones crecientes de OVAp (0.1, 1, 10, 100 o 1000 nM, histogramas morados; el aumento en concentración se corresponde con un aumento en la intensidad del color). 
B.    Representación del nivel de producción de IFNγ y expresión de CD69 por células OT-1 estimuladas con células presentadoras EL4 incubadas con MVA-OVA o con MVA-WT incubadas con distintas concentraciones de OVAp en función del nivel de expresión de las moléculas H-2KbOVAp por las células presentadoras.
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Los datos presentados en este trabajo muestran la implicación en la sensibilidad de la respuesta de la célula T de la distribución en oligómeros tanto del TCR como de MHC cargado con el 
péptido antigénico afín. La existencia de dichos oligómeros, antes de que se produzca la interacción entre la célula T y la APC, resulta de especial importancia para la activación de las células T, ya que proporciona un mecanismo para 
explicar cómo las células T son capaces de encontrar las moléculas de MHCp cargadas con péptidos antigénicos 
con suficiente densidad, a pesar de la supuesta escasez de complejos MHCp 
afines. Además la presencia de esos oligómeros preformados de MHCp en las APCs y de TCR explicaría cómo las células T son capaces de responder con una alta 
sensibilidad, a pesar de la baja afinidad que presentan por su ligando.
1. Influencia de la organización del TCR en la membrana plasmática 
sobre la sensibilidad de las células T
utilizado no proporciona medidas del tamaño absoluto de los TCR oligoméricos. Sin embargo, puede ser usado de manera comparativa. De este modo, se puede concluir que la activación y diferenciación en células T memoria está acompañada por el aumento en número y tamaño  en nanoclusters de TCR, pero no se puede asegurar que la distribución de partículas de oro sobre las réplicas de las células T naif predominantemente en forma de complejos de 2 partículas o de partículas aisladas, indique que los TCR de estas células estén casi todos presentes en un estado monomérico o dimérico. Es decir, los oligómeros que observamos representan un mínimo del número real.Además, hemos comprobado en este trabajo que el incremento en el tamaño de los oligómeros del TCR tras el primer encuentro con antígeno se correlaciona con una mayor sensibilidad a la estimulación, sugiriendo que la reorganización de los complejos TCR es un mecanismo por el cual las células 
1.1   Los complejos TCR oligoméricos 
son responsables del aumento 
de sensibilidad de las células T 
preactivadas y células T memoriaEn este trabajo se ha demostrado, utilizando células T primarias que expresan un TCR transgénico, que las células T preactivadas presentan un incremento en la proporción de complejos TCR organizados en oligómeros más grandes que las células T naif correspondientes. A diferencia de los microclusters de TCR que se forman tras la unión del ligando con el MHCp (Choudhuri and Dustin, 2010), los oligómeros de TCR estudiados aquí son preexistentes, es decir, independientes de la ligación del TCR. Al contrario que los microclusters, estos oligómeros no son visibles por técnicas de microscopía óptica convencional puesto que sus dimensiones son de hasta 200 nanómetros, de ahí su denominación como nanoclusters. A 
causa de su ineficiencia, el procedimiento de microscopía electrónica que ha sido 
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T efectoras y memoria adquieren la mayor sensibilidad al antígeno que las caracteriza. Se ha demostrado que la mutación puntual L19A en el dominio 
transmembrana de la cadena CD3ζ reduce el tamaño de los oligómeros del TCR y reduce la sensibilidad a la estimulación por antígeno (Kumar et al., 2011), lo que 
confirma que el incremento en el tamaño de los oligómeros del TCR es responsable del incremento en sensibilidad de las células T preactivadas.El hecho de que la organización del TCR en nanoclusters permita una respuesta a bajas concentraciones de ligando se podría explicar mediante dos mecanismos. En primer lugar, los oligómeros del TCR podrían aumentar la 
avidez hacia las moléculas MHCp afines, si éstas también se presentaran en forma 
de oligómeros sobre la superficie de las APCs (Anderson et al., 2000; Krishna et al., 1992; Kropshofer et al., 2002). Por ello, a bajas dosis de ligando, sólo los TCR oligoméricos estarían unidos, mientras que los TCR monoméricos requerirían concentraciones mayores de ligando (Schamel et al., 2005). Esto explicaría que los MHCp propios con una 
afinidad intermedia por el TCR no pueden activar al TCR por si solos, pero pueden aumentar la sensibilidad de la activación de las células T a bajas concentraciones de ligando agonista (Krogsgaard et al., 2005; 
Wulfing et al., 2002; Yachi et al., 2005). El efecto del incremento de avidez sobre la respuesta de las células T se puede observar usando diferentes células que expresan el mismo TCR. Las células T activadas unen dímeros MHCp mejor que las correspondientes células T naif (Fahmy et al., 2001). El análisis matemático de los datos de la unión TCR-MHCp muestra 
que el incremento de unión es compatible con una mayor agrupación más que con un incremento de la constante de disociación. Este efecto es dependiente de colesterol, ya que si se extrae el colesterol se disminuye la unión del dímero (Fahmy et al., 2001), lo que concuerda con el hecho de que la extracción de colesterol reduce la oligomerización del TCR (Molnar et al., 2012; Schamel, 2005). 
Por otro lado, el espacio dejado por las partículas de oro utilizadas para visualizar los complejos es muy reducido, inferior a la resolución del microscopio electrónico. Puesto que la resolución del microscopio electrónico es mayor que 1 nm y el tamaño del TCR es aproximado a las partículas de oro utilizadas (10 nm) (Arechaga et al., 2010) la proximidad entre las moléculas de TCR sugiere que existen interacciones proteína-proteína dentro de los nanoclusters.
Un segundo mecanismo es que los oligómeros de TCR podrían permitir la propagación de la señal de activación desde los TCRs unidos a ligando a sus receptores vecinos en el mismo oligómero, de forma que todos los TCRs en un nanocluster participarían en la transmisión de señales, 
estén o no ligados a un MHCp afín. Este 
mecanismo amplificaría el efecto de la unión de unas pocas moléculas de MHCp 
afines a unos pocos complejos TCR, lo que podría explicar la alta sensibilidad de las células T. En este modelo, los MHCp propios también tendrían un papel al ocupar los TCRs no unidos a un péptido agonista dentro de un oligómero, por lo que activarían receptores adicionales. Si la unión de MHCp a unos pocos TCRs 
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condujera a la activación de todos los receptores en el nanocluster, esto incrementaría la sensibilidad de los linfocitos T (Schamel et al., 2006) . Esta hipótesis está apoyada por uno de nuestros estudios que muestra que una pequeña cantidad de un mutante inactivo 
para CD3ε puede inhibir la señalización 
de todos los TCRs, aunque tengan CD3ε silvestre (Martinez-Martin et al., 2009). Tal cooperatividad entre los TCRs de un mismo nanocluster puede permitir que las células T sean capaces de detectar 
pequeños cambios relativos en la afinidad de MHCp, lo que les permitiría distinguir 
entre péptidos extraños (afinidad moderada) o péptidos propios (baja 
afinidad) presentados en las moléculas MHC.
1.2 Formación de los TCR 
oligoméricos: cambios en la 
estequiometría del TCR entre 
células T naif y células T activadasEl hecho de que las células T preactivadas estén enriquecidas en oligómeros de gran tamaño suscita el plantearse qué mecanismos estarían implicados en el aumento de tamaño durante la transición entre células naif y células preactivadas. Se ha demostrado que los complejos TCR oligoméricos dependen de la presencia de colesterol en la membrana plasmática, ya que el tratamiento con 
MβCD produce una fuerte reducción de los mismos (Schamel, 2005).  De hecho, 
la reconstitución del TCR purificado 
en liposomas artificiales resulta en la formación de dímeros del TCR dependiendo de la presencia de colesterol 
y esfingosina (Molnar et al., 2012). Por 
tanto, un incremento en el colesterol asociado a la membrana en las células T preactivadas podría ser importante para permitir la formación de oligoméros de TCR mayores. Tales cambios en los lípidos ocurren tras la estimulación de las células T y son adquiridos establemente por células T memoria in vivo (Kersh et al., 2003; Tani-ichi et al., 2005). 
Por otro lado, el efecto de la mutación L19A (Kumar et al., 2011) sugiere un papel de las interacciones proteína-proteína en la formación de los TCR oligoméricos. La posición hacia el exterior del residuo L19 
en el dominio transmembrana de CD3ζ (Call et al., 2006) y su papel en la formación 
de tetrámeros de CD3ζ in vitro (Torres et al., 2002) sugiere que la mutación L19A elimina la interacción entre los complejos TCR vecinos.  Por lo tanto, el dominio 
transmembrana de CD3ζ formaría parte 
de las superficies de interacción entre los TCRs (Fig. D1, panel inferior). El efecto de 
los mutantes de Cα en la dimerización de 
las quimeras de TCRα/TCRβ conteniendo los tallos citoplasmáticos de señalización del receptor de eritropoyetina (Kuhns 
et al., 2010) indica que las hebras β C 
y F de Cα podrían ser parte del mismo sitio de interacción o constituir sitios de interacción independientes. Además, la simetría del dominio transmembrana 
del heterodímero CD3ζ (Call et al., 2006) podría por sí misma permitir una repetición de esta interacción, dando lugar a la formación de oligómeros.En este trabajo hemos demostrado que existe una diferencia en la estequiometría entre las células T naif y las células T preactivadas, siendo mayor el cociente 
CD3ζ/CD3ε en células T naif que en células T preactivadas. Teniendo en cuenta que 
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las células T preactivadas se encuentran enriquecidas en nanoclusters de gran tamaño, estos datos podrían indicar que en los complejos oligoméricos se produce una disminución de la cantidad relativa 
de la cadena ζ por cada complejo de TCR. En principio, no podemos distinguir entre una disminución en la cantidad 
de CD3ζ y un aumento en la cantidad 
de CD3ε dentro del complejo TCR de células T preactivadas, ya que la falta de 
anticuerpos que reconocen CD3γ, CDδ y 
TCRαβ de ratón en inmunoblots impide una discriminación directa entre ambas posibilidades. Sin embargo, el efecto de la 
sobreexpresión de CD3ζ en la disminución de la sensibilidad y oligomerización del TCR que describimos en esta tesis y la falta 
de aumento de sensibilidad del TCR en 
células que sobrexpresan CD3ε (Martinez-Martin et al., 2009) concuerdan más con 
una disminución de CD3ζ. La simetría del 
homodímero CD3ζ puede permitir que sea compartido por dos TCRs adyacentes dentro de un oligómero, de modo que existiría una estequiometría diferente entre los TCR monoméricos y los TCR oligoméricos (Fig. D1, panel inferior). De acuerdo con esta hipótesis, el nivel 
de expresión de CD3ζ podría controlar la oligomerización del TCR de tal manera 
que un exceso de CD3ζ favorecería la formación de oligómeros más pequeños, 
mientras que en condiciones de CD3ζ limitante los TCRs tenderían a compartir 
CD3ζ y formar oligómeros más grandes.
Fig. D1   Modelo esquemático de la estequiometría del TCR en las células T naif y las 
células T de memoria.
Como se muestra en la figura, en las células T de memoria CD3ζ se expresaría en cantidades limitantes, por lo que estaría compartida por dos TCRs adyacentes.
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De acuerdo con este modelo, un 
aumento de la cadena ζ tendría  como consecuencia una disminución de la sensibilidad de las células T. De hecho, aquí mostramos que las células T OT-1 
transducidas con CD3ζ-GFP muestran una respuesta menor a bajas concentraciones de tetrámero comparadas con células OT-1 transducidas con GFP. No obstante, el efecto que se ha obtenido no es muy marcado, lo cual puede ser debido a 
que la sobreexpresión de CD3ζ que se consigue no es muy importante, y quizás 
no suficiente para disgregar la mayoría de los complejos oligoméricos.
Para tener evidencia directa de la relación entre la sobreexpresión de 
CD3ζ y la disminución de los oligómeros 
de TCR se purificaron las poblaciones de OT-1 transducidos con GFP y con 
CD3ζ-GFP, pero debido a la baja eficacia de transducción (menos del 3%) tras 
purificar las células no se obtuvo una 
población suficientemente abundante como para llevar a cabo experimentos de microscopía electrónica. De modo que se utilizó la línea celular de ratón 
2B4, donde la eficacia de la transducción era mucho mayor. En estas células pudimos observar mediante microscopía electrónica una disminución del tamaño de los oligómeros de TCR en las células 
que sobreexpresaban CD3ζ-GFP, de acuerdo con nuestra hipótesis. Sin embargo, en ensayos de estimulación in 
vitro no observamos de forma consistente que se produjera una reducción de la sensibilidad en las células transducidas 
con CD3ζ-GFP  (datos no mostrados). Un factor que puede haber contribuido a la falta de una reducción en sensibilidad es que el nivel de expresión del TCR en 
las células transducidas con CD3ζ-GFP es aproximadamente 3 veces más alto que en las células transducidas con GFP (datos no mostrados), compensando potencialmente la perdida de sensibilidad debida a la reducción del número y tamaño de los oligómeros del TCR.
Con el fin de determinar a qué nivel ocurren los cambios en la expresión 
de CD3ζ, se evaluó la variación de los niveles de transcripción de los distintos 
genes que codifican las subunidades del TCR encargadas de la señalización 
(CD3γ, CD3δ, CD3ε y CD3ζ) en células T primarias transgénicas OT-1 a diferentes días de estimulación. En todos los genes se producía un aumento progresivo de la transcripción con la excepción 
de la del gen CD3ζ, cuya transcripción disminuía ligeramente entre los días 4 y día 7. Además, a día 1 de estimulación se producía una transcripción elevada de 
CD3ζ, mientras que en el resto de los genes el aumento de la transcripción ocurría tras cuatro días de estimulación. Dado que la 
proteína CD3ζ es el componente limitante en la expresión del TCR, es probable que el aumento en la transcripción de este gen sea responsable del aumento en el nivel de 
expresión del TCR en la superficie celular durante las primeras horas después de la activación.Al comparar la transcripción relativa entre las distintas cadenas del TCR observamos que el día 1 de estimulación se producía un aumento en la transcripción 
de la cadena ζ con respecto al resto de las cadenas de TCR, pero esta relación se 
igualaba al final de la estimulación con el cociente observado en las células sin estimular. Por tanto, se concluye que no hay diferencias en la transcripción relativa 
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de la cadena CD3ζ entre las células naif y las células preactivadas obtenidas tras 7 días de estimulación. De ese modo, la disminución en la cantidad de la proteína 
CD3ζ contenida en los complejos TCR en las células activadas debe producirse por un proceso post-transcripcional.
2.   Influencia de la organización del MHC sobre la superficie de 
las APCs en la sensibilidad de las células T
2.1  Existen clusters de moléculas 
MHC-I en la superficie de las APCs
 En este trabajo se demuestra de forma directa la presencia de las moléculas de MHC-I en forma de agrupaciones antes de que se produzca la interacción entre la APC y la célula T. Aunque ya se había propuesto la existencia de las moléculas de MHC-I y MHC-II en clusters (Anderson et al., 2000; Kropshofer et al., 2002; 
Matko et al., 1994; Triantafilou et al., 2000), estos estudios se basan en técnicas 
bioquímicas, técnicas biofísicas (FRET, EEQ) o técnicas de microscopía confocal, pero no ofrecen una visualización directa de las moléculas de MHC. La técnica de microscopía electrónica que se ha utilizado permite constatar de forma directa, a nivel molecular, la distribución de las moléculas de MHC-I formando 
agregados sobre la superficie celular.
2.2 La infección viral conduce a una 
distribución de los complejos MHCp 
específico de forma no homogénea
En este trabajo se ha mostrado la organización de moléculas de MHC-I cargadas con péptidos idénticos en 
clusters bajo condiciones fisiológicas, ya que el modelo se basa en la infección 
de APCs con el virus vaccinia Ankara 
recombinante que expresa la proteína ovalbúmina (MVA-OVA) (El-Gogo et al., 2007) y la detección de las moléculas de MHC de clase I cargadas con péptidos idénticos derivados de la ovalbúmina con el anticuerpo 25D1.16 que reconoce 
de forma específica moléculas MHC-I cargadas con el péptido OVA (Porgador et al., 1997). De modo que este modelo ha permitido visualizar las moléculas de H-2Kb-OVAp como clusters puntuales 
sobre la superficie de las APCs. Además se ha mostrado que esta distribución es 
específica de células infectadas con virus, ya que el análisis de células cargadas con OVA péptido soluble nos reveló una distribución distinta. Mediante microscopía confocal se observa que tras una infección viral, aparecen 
las moléculas de MHC-Ip específico concentradas en determinados puntos de la membrana, mientras que cuando las células son cargadas con péptido soluble la distribución de las moléculas 
MHCp específico sobre la membrana plasmática es mucho más homogénea. Esta disposición de las moléculas de forma “punteada” tras la infección viral no es una consecuencia de la infección, ya que el análisis de la disposición de toda la población de moléculas MHC-I, con el anticuerpo H-2Kb, sobre la membrana 
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causar una reducción en la rotación y la difusión lateral de los clusters de MHC comparado con los monómeros de la membrana plasmática.  En la literatura se ha descrito la presencia de clusters de MHC-II en balsas lipídicas (Anderson et al., 2000) o en microdominios de tetraspaninas (Kropshofer et al., 2002).En este trabajo se ha observado que las moléculas de MHC-I cargadas con un péptido idéntico se disgregan tras el 
tratamiento con MβCD, lo que sugiere que los agregados de H2Kb-OVAp podrían estar presentes en balsas lipídicas. Sin embargo, sólo una parte de los agregados del conjunto de moléculas MHC-I (aquellos más grandes) parecen disgregarse por el tratamiento con la droga, lo que puede ser debido a que las moléculas cargadas con un mismo péptido podrían corresponder a una subpoblación que ha sido cargada en la misma balsa lipídica a un mismo tiempo, mientras que cuando se analiza el total de las moléculas de MHC-I estas pueden estar distribuidas tanto en MHC-I asociadas a balsas lipídicas como en otros dominios de la membrana plasmática.Por otro lado, se ha comprobado que los clusters de H2Kb-OVAp, permanecen 
sobre la superficie de la APC durante al menos tres horas, lo que indica que estos clusters de MHC cargados con un péptido 
específico son estructuras estables a lo largo del tiempo. Estos datos concuerdan con los presentados por Lu et al., 2012.
2.4 Mecanismo de formación de los 
clusters de MHC-I: Modelo
De la existencia de clusters de MHC-I cargados con péptidos idénticos surge la duda de cómo es posible su formación, ¿cómo es posible que moléculas de MHC 
revela una distribución homogénea tanto en las células que son infectadas como en aquellas cargadas con el péptido soluble.Estos datos concuerdan con un artículo que acaba de ser publicado (Lu et al., 2012) en el que se ha observado la agregación de moléculas de MHCp idénticos mediante 
TIRF en fibroblastos transfectados con moléculas MHC-I e infectados con un virus vaccinia recombinante. Además, en experimentos de doble-infección con virus se observó que moléculas MHC cargadas con distintos péptidos virales residían en clusters distintos, llevando a los autores a especular sobre la existencia de posibles mecanismos intracelulares 
que permiten una clasificación de los complejos MHC basada en el péptido que presentan.La existencia de estos clusters de MHCp 
específico suscita importantes preguntas sobre las propiedades que presentan estos clusters, el mecanismo de formación y presentación de estos clusters y las repercusiones biológicas que conllevan. En este trabajo se han abordado parte de estas cuestiones.
2.3 Propiedades de los clusters de 
MHC-Ip específicoLa membrana plasmática de las células eucariotas no es uniforme, sino que está dividida en microdominios de membrana 
especializados (Edidin, 2003; Maxfield, 2002; Pizzo et al., 2002). La localización de las moléculas de MHC en microdominios de membrana, como las balsas lipídicas, podría resolver el problema de concentrar localmente las moléculas de MHC para la 
activación eficiente de la célula T, ya que la agregación de moléculas MHC podría 
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cargadas con péptidos idénticos llegan a estar presentes en un mismo cluster?Este hecho se explicaría mediante un modelo en el que una infección viral podría establecer una ventana temporal donde los clusters de MHC fueran cargados con péptidos virales idénticos. De modo que una infección viral provocaría una sobreexpresión de los péptidos virales, los cuales se cargarían de forma localizada en el ER, ya que en él se produce el ensamblaje de las moléculas MHC-I y de éstas con el péptido (Wearsch and Cresswell, 2008),  y a continuación serían transportadas al Complejo de Golgi. En los organismos eucariotas la red del trans-golgi (TGN) está descrita como una 
estación principal para la clasificación de proteínas y lípidos recién sintetizados, de modo que es esencial para la dirección de las proteínas presentes en la ruta secretora al destino celular apropiado (Traub and Kornfeld, 1997). Se ha descrito 
en células epiteliales que la clasificación, reclutamiento de la carga y formación de transportadores de carga de ciertas proteínas destinadas a la membrana plasmática se debe a un sistema basado 
en balsas lipídicas (Schuck and Simons, 2004). Esta teoría está apoyada por las observaciones de que el transporte apical en las células epiteliales es altamente susceptible a la disgregación de colesterol (Hansen et al., 2000). De modo que el transporte de las moléculas de MHC cargadas con un mismo péptido podría estar asociado a la agrupación de dichas moléculas de MHC en balsas lipídicas que serían transportadas a la membrana donde permanecerían de forma estable.Esta hipótesis concuerda con los datos procedentes de los experimentos con 
MβCD y los ensayos con CHX mostrados. 
La extracción de colesterol disgrega los 
complejos MHCp específico oligoméricos, lo que sugiere que estos clusters de MHC cargados con un mismo péptido estarían presentes en balsas lipídicas que se mantendrían de forma estable en la membrana durante, al menos, 3 horas (como se ha mostrado en los experimentos con CHX). Otra cuestión importante es determinar dónde se forman los clusters 
de MHC-Ip específico. Lo inmediato es pensar que estos complejos oligoméricos se cargarían en el ER, ya que en él se produce el ensamblaje de las moléculas MHC-I y de éstas con el péptido (Wearsch and Cresswell, 2008). Sin embargo en los experimentos realizados por Lu et al., 2012, sólo se detectan clusters de MHC-
Ip específico en el CG-cis y en el CG-distal, pero no los detectan en ningún momento de la ruta del transporte de las moléculas de MHC-Ip anterior. Dado lo sorprendente de este resultado, en dicho trabajo se comprobó si TAP podría cargar el péptido OVA en el CG-cis, pero no se detectó TAP en el CG, por lo que se concluyó que el péptido se debe cargar en el ER pero otros factores impiden la detección de los clusters de MHCp.
En las moléculas de MHC-II se ha propuesto un modelo similar al que se plantea en este trabajo para las moléculas de MHC-I, según el cual en el proceso de procesamiento de 
antígeno, unión del péptido y tráfico de MHC-II se asegure que se asocien los complejos MHC-IIp nuevamente generados, al menos transitoriamente, con sus propios microdominios de balsas lipídicas. De modo que a un determinado tiempo un grupo de complejos MHCp 
específicos se asocian con una balsa 
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en la membrana plasmática, en un tiempo posterior un grupo diferente se asocia con una balsa distinta, y así sucesivamente. Este modelo no excluye un papel para el reciclaje de los complejos MHC-IIp, los cuales intercambiarían péptidos intracelularmente de manera dependiente de HLA-DM. A un tiempo 
mucho posterior, tras la dispersión de las balsas individuales y su nueva formación, las moléculas MHC-II todavía tendrían la propiedad de asociarse a las balsas, pero las balsas contendrían diferentes complejos MHC-IIp (Poloso and Roche, 2004).
Fig 2.   Modelo de formación de complejos MHC-I oligoméricos.Debido a una infección viral se producen una gran cantidad de péptidos idénticos en un momento determinado 
que son cargados en moléculas MHC-I en una misma balsa lipídica que se exporta a la superficie para la presentación antigénica a las células T.
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2.5 La agregación de las moléculas 
de MHC en clusters de MHCp 
específico aumenta la sensibilidad 
de la respuesta de las células TSe describió que la formación de clusters de MHC-I incrementa la sensibilidad en el reconocimiento de las células T. Mediante experimentos en los que se midió la liberación de granzima en células efectoras y experimentos de lisis celular, se demostró que una mayor agrupación de las moléculas MHC-I se correspondía con el aumento de lisis 
celular en las células diana (Fooksman et al., 2006). Los datos obtenidos en nuestro trabajo sugieren que el aumento en sensibilidad se debe a la formación de clusters formados por moléculas de MHC-I que presentan un péptido idéntico.
En este trabajo se ha mostrado que la infección viral tiene como resultado la generación de clusters de MHC-I cargados 
con un péptido específico y que en las APCs cargadas con péptido soluble las moléculas de MHC-I se distribuyen de forma más uniforme sobre la membrana plasmática, este hecho proporciona un modelo para el estudio de las consecuencias de la formación de clusters 
MHCp específico sobre la sensibilidad de las células T.  Se ha mostrado que existe una correlación entre la agregación de moléculas MHC-I en clusters y el aumento en la sensibilidad de la respuesta de las células T, ya que un mismo nivel de expresión de moléculas H-2Kb-OVAp en una APC produce una respuesta (medida 
como producción de IFNɣ o expresión de CD69) mayor en aquellas APCs que han sido infectadas con un virus. Estos datos indican que la organización lateral de las 
moléculas MHC de clase I cargadas con 
un péptido idéntico sobre la superficie de las APCs puede modular la sensibilidad del reconocimiento de las células T, de 
modo que la organización en la superficie de las moléculas MHC-I contribuye a su función y sugiere que la organización en 
superficie del MHC puede participar en el reconocimiento de los péptidos agonistas. Estos datos coinciden con los obtenidos en el trabajo de Lu et al., 2012.El aumento de la sensibilidad en 
la respuesta de las células T refleja 
una mayor eficacia en la presentación antigénica, lo que teniendo en cuenta los datos obtenidos acerca de la distribución 
de las moléculas MHCp específico sobre la membrana plasmática puede estar basado en un aumento en la avidez en la interacción entre la célula T y la APC. La técnica de microscopía electrónica utilizada para el análisis de réplicas 
de la superficie celular de dichas APCs infectadas con el MVA-OVA permite visualizar a nivel molecular las moléculas de MHC-I cargadas con péptidos idénticos. Estas observaciones a nivel molecular revelan datos muy interesantes. En primer lugar se muestra que las moléculas de MHC cargadas con péptidos idénticos se hayan de forma adyacente unas respecto a otras dentro de un mismo cluster. Esto es especialmente relevante ya que las distancia observadas entre esas 
moléculas de MHCp específico dentro de los clusters coincide con las distancias observadas entre los TCRs dentro de los nanoclusters de TCR preexistentes que son responsables de la alta sensibilidad observada en la respuesta de las células T (Kumar et al., 2011; Schamel et al., 2005). La existencia de estos clusters 
de MHCp antigénico sobre la superficie 
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de las APCs proporciona una base 
fisiológica de la necesidad de ligandos del TCR solubles para activar las células T (Abastado et al., 1995; Boniface et al., 
1998), y proporciona una justificación a modelos matemáticos que han propuesto interacciones multivalentes entre los TCRs y sus ligandos como el mecanismo molecular que dota a las células T con su notable sensibilidad (Alarcon et al., 2006). En este modelo se propone que la existencia tanto de TCR oligoméricos como de MHCp oligoméricos aumentaría 
la avidez de la interacción por un efecto de cooperatividad.Por ello, la formación de clusters de complejos MHCp idénticos producidos 
bajo condiciones fisiológicas, junto con los nanoclusters de TCR, parecen resolver el problema de dar una explicación a las propiedades paradójicas 
(alta especificidad, alta sensibilidad y 
baja afinidad) encontradas durante la interacción entre la APC y la célula T.
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CONCLUSIONES
1. Las células T que han sido previamente estimuladas muestran un incremento en el porcentaje de TCRs que forman parte de complejos oligoméricos, comparados con sus equivalentes no estimulados.
2. El enriquecimiento en complejos oligoméricos observado en las células T pre-activadas y T memoria se correlaciona con un aumento en sensibilidad observado en estas células.
3. La estequiometría del TCR es diferente en células T naïve y en células T pre-activadas, 
disminuyendo la relación CD3ζ/ CD3ε después de activar las células T. El cambio en esta relación en las células pre-activadas debe ser debida a un proceso post-transcripcional.
4. La sobre-expresión de la cadena CD3ζ en las células OT-1 se correlaciona con una disminución en la sensibilidad de la respuesta de estas células.
5. Los complejos de MHCp específico oligoméricos pueden ser detectados en células infectadas con virus, indicando que tales clusters están formados bajo condiciones 
fisiológicas.
6. La distancia observada entre los complejos MHCp individuales es compatible con la distancia de las moléculas de TCR dentro de los complejos TCR oligoméricos, sugiriendo que pueden ocurrir interacciones multivalentes.
7.Los clusters de MHCp son disgregados tras la extracción del colesterol de la membrana y son estables durante al menos 3 horas, sugiriendo que no están formados por asociaciones aleatorias, sino por un mecanismo activo. 8. La organización de complejos de MHCp específico en clusters se correlaciona con un incremento en la capacidad de estimulación de las APCs.
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Althoughmemory T cells respondmore vigorously to
stimulation and they are more sensitive to low doses
of antigen than naive T cells, the molecular basis of
this increased sensitivity remains unclear. We have
previously shown that the T cell receptor (TCR) exists
as different-sized oligomers on the surface of resting
T cells and that large oligomers are preferentially
activated in response to low antigen doses. Through
biochemistry and electron microscopy, we now
showed that previously stimulated and memory
T cells have more and larger TCR oligomers at the
cell surface than their naive counterparts. Reconsti-
tution of cells and mice with a point mutant of the
CD3z subunit, which impairs TCR oligomer forma-
tion, demonstrated that the increased size of TCR
oligomers was directly responsible for the increased
sensitivity of antigen-experienced T cells. Thus,
we propose that an ‘‘avidity maturation’’ mechanism
underlies T cell antigenic memory.
INTRODUCTION
The acquired immune system provides its host with ‘‘antigenic
memory,’’ permitting a faster and stronger response when reen-
countering specific pathogens. At the population level, this anti-
genic memory is due to an increase in the size of T cell precursor
population (Askonas et al., 1982) and preferential growth of
higher-affinity T cell clones that will form the memory T cell
pool (Busch and Pamer, 1999; Malherbe et al., 2004; Zehn
et al., 2009). At the cellular level, memory T cells convert more
rapidly into effector T cells and produce larger amounts of
effector molecules (Bachmann et al., 1999; Bruno et al., 1995;
Cho et al., 1999; Veiga-Fernandes et al., 2000; ZimmermannImet al., 1999). Moreover, previously stimulated and memory
T cells (‘‘antigen-experienced’’ T cells) are more sensitive to
stimulation via their T cell receptor (TCR) than naive T cells.
This is manifested by their relative independence of costimula-
tory signals (Croft et al., 1994; London et al., 2000) and by the
reduction in the amount of antigen needed to give rise to T cell
activation (Ericsson et al., 1996; Kimachi et al., 1997; London
et al., 2000; Pihlgren et al., 1996; Rogers et al., 2000; Slifka
and Whitton, 2001). In contrast to B cells, the increase in sensi-
tivity of antigen-experienced T cells is unlikely to be due to an
increase in the affinity of their TCR for the specific peptide-
MHC (MHCp) ligands, given that rearranged TCRs have not
been found to undergo somatic hypermutation. Instead, other
molecular changes must be at play.
Lasting changes in the organization of the TCR complexes
may be related to the behavior of antigen-experienced T cells.
We have shown by biochemical and electron microscopy (EM)-
based approaches that the TCR on the surface of human and
mouse T cell lines is expressed as a combination of oligomers
of different sizes and monomeric TCR complexes (Schamel
et al., 2005). The presence of these TCR oligomers is indepen-
dent of antigenic stimulation and/or contact with an antigen-
presenting cell (APC), making them distinct from the TCR micro-
clusters and immunological synapses (Yokosuka and Saito,
2010). Importantly, we provided evidence that the large TCR
oligomers are preferentially phosphorylated during encounters
with small amounts of antigen, suggesting that the large TCR
oligomers are responsible for the exquisite sensitivity of T cells
(Schamel et al., 2005).
Here, we show that primary antigen-experienced T cells have
larger TCR oligomers on their cell surface than naive T cells and
that this was correlated with increased antigen sensitivity.
Furthermore, we described a mutation in the transmembrane
domain of the CD3z chain that impaired the formation of TCR
oligomers and that reduced sensitivity to antigen stimulation.
This finding provides direct evidence for the importance of
oligomeric TCR complexes in the sensitivity to antigen. Finally,munity 35, 375–387, September 23, 2011 ª2011 Elsevier Inc. 375
Figure 1. Distribution of TCRs on T lymphoblasts and Resting Human T Cells
(A) On the top are small field images (10,0003) showing the distribution of gold particles in cell-surface replicas of anti-CD3ε-labeled cells (the scale bar
represents 50 nm); shown on the bottom, quantification (mean ± SD) of gold particles in clusters of the indicated sizes for resting T cells (gray bars) and
T lymphoblasts (black bars). The insets show the distribution between clusters of one, two, three, four or more than four particles and statistical analysis
(one-tailed Student’s t test: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001). Data for 19 lymphoblasts (9414 particles) and 9 resting T cells (2707 particles) are represented.
Chi-square analysis of the distribution in both cell populations, grouping the clusters into groups of 1, 2, 3, 4, 5–7, 8–10, and 11 or more gold particles per cluster,
showed significant difference (p < 0.0005). See also Figures S1 and S2.
(B) The same experiment as in (A) was performedwith the TCR-b-specific Jovi-1 antibody. Quantification of 10 lymphoblasts (9401 particles) and 12 resting T cells
(4226 particles) is shown; chi-square analysis as in Figure 1A; p < 0.0005.
(C) Comparison of TCR oligomer sizes in resting T cells and day 9 T lymphoblasts via BN-PAGE and anti-CD3z immunoblotting. The marker protein is ferritin
(f1, 440 and f2, 880 kDa forms).
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with either wild-type or mutant CD3z, we showed that oligomeric
TCR complexes on primary T cells were critical for the increase in
sensitivity of antigen-experienced T cells and for a memory T cell
response.
RESULTS
Larger Oligomeric TCR Complexes on Previously
Stimulated Human T Cells
We assessed whether the stimulation of primary T cells had
a lasting effect on the size of the TCR complexes. Fresh human
peripheral blood T lymphocytes and peripheral blood T lympho-
blasts, generated upon stimulation for 2 days with PHA and then
expanded for 5more days inmedium containing IL-2 andwithout
PHA, were fixed and labeled with antibodies specific for CD3ε or
TCR-b and 10 nm gold-conjugated protein A. Subsequently cell-
surface replicas were prepared and the number and size of the
gold clusters present on the replicas of individual cells was
determined by EM. Single gold particles and clusters of gold
particles coexisted on the surface of both resting T cells and T
lymphoblasts (Figure 1A and 1B; see Figures S1 and S2 available
online for representative whole-cell replica images). However,
quantification of the gold particles indicated that the T lympho-
blasts had more and bigger TCR oligomers than freshly isolated
resting T cells (Figures 1A and 1B).
Because staining efficiency in these experiments only reached
10%, the frequency and size of oligomeric TCRs detected by
immuno-gold EM might be underestimated. To overcome this
limitation, we analyzed the size distribution of the TCR by Blue
Native polyacrylamide gel electrophoresis (BN-PAGE). When
extracted with the mild detergent Brij96, TCR oligomers are
kept intact and can be separated in accordance with their
size (Schamel et al., 2005). T cells were purified from a healthy
human donor, and an aliquot was frozen. The remaining cells
were stimulated with PHA, expanded in IL2, and frozen on day 9.
Membrane fractions were prepared from both populations, lysed
in Brij96, and subjected to BN-PAGE and immunoblotting
(Figures 1C and 1D). In both T cell populations monomeric
TCR complexes with an abεdεgzz stoichiometry (Schamel
et al., 2005; Swamy et al., 2007) were seen just below the
f1 marker, as well as oligomeric complexes, resolved as a
continuum of molecular sizes starting between the f1 and f2
marker. However, there was a clear increase in the ratio of olig-
omeric to monomeric TCRs in T lymphoblasts when compared
to resting T cells. This was not due to a mobility shift in the BN
gel caused by PHA binding to TCRs, given that addition of
PHA to the purified TCR before separation by BN-PAGE did
not change the size of the TCR (not shown). Quantification of
the ratio of oligomeric to monomeric TCRs measured by BN-
PAGE at different times after T cell stimulation revealed a gradual
increase in oligomeric TCRs before reaching a maximum after
day 9 (Figure 1D). This slow increase in the TCR oligomer content(D) The identical experiment as in (C) was performed, but aliquots of the stimulate
oligomeric and monomeric TCRs was quantified and plotted as a function of time
from two different donors and that the freshly isolated T cells had different ratios of
the freshly isolated human T cells are a mixture of both naive and memory T cells
after stimulation with PHA. The data shown are representative of at least two ind
Imof T cells further excluded crosslinking effects caused by the
lectin stimulus that would be expected to occur within minutes
or hours. Together, these experiments indicated that a lasting
change in distribution of the TCR complexes toward large
preformed TCR oligomers took place in antigen-experienced
T cells several days after T cell stimulation.
TCR Oligomers on Murine Naive and Memory T Cells
We enriched naive andmemory CD4+ T cells from the spleen and
lymph nodes of C57BL/6 mice with a depletion strategy based
on their reciprocal CD62L and CD44 expression (Budd et al.,
1987; Lee and Vitetta, 1991) (Figure 2A). The size of the CD4+
CD44hiCD62Llo T cells was similar to the size of the naive CD4+
CD44loCD62Lhi T cells (Figure 2A, right panel), strongly suggest-
ing that they were resting memory T cells and not recently
activated CD44hi T cells. Both T cell populations were fixed
and labeled with the anti-CD3 (mAb 145-2C11) and gold-conju-
gated protein A. Analysis of cell surface replicas of these cells by
EM showed an increase in the percentage of gold particles
forming part of large oligomeric clusters on the memory T cell
population (Figures 2B and 2C). Thus, enrichment for more
and larger oligomeric TCR complexes also occurred in vivo in
polyclonal CD4+ memory T cells formed by encounter with their
physiological antigens.
Enrichment for Oligomeric TCRs Correlates with Higher
Antigen Sensitivity
We then analyzed murine CD8+, OT-1 TCR-transgenic (OT-1)
T cells, specific for an ovalbumin-derived peptide (OVAp) bound
to the H-2Kb molecule (Hogquist et al., 1994), which allowed us
to compare naive and antigen-experienced T cells expressing
identical TCRs. Naive OT-1 T cells, purified from lymph nodes
via depletion of CD4+ T cells and B cells, expressed low to inter-
mediate amounts of CD44 (Figure 3A, left panel). In vitro stimu-
lated and expanded OT-1 T cells were obtained by stimulating
splenic OT-1 T cells with OVAp for 2 days, then washing and
expanding them with IL2 for another 6 days, at which point all
these T cells expressed a high level of CD44 (Figure 3A, right
panel). Gold particles on cell-surface replicas of naive OT-1
T cells stained with anti-CD3ε were mostly present as isolated
particles with only a few, relatively small clusters. Replicas of
antigen-experienced OT-1 cells were enriched in gold clusters
that were also larger (Figures 3B and 3C).
We compared the antigen sensitivity of antigen-experienced
and naive OT-1 T cells. OT-1 T cells from spleen were stimulated
and expanded as above, with the sole exception that IL2 was
withdrawn from the culture the day before the assay. Overnight
stimulation with OVAp of these antigen-experienced cells
increased the expression of CD25 at 1/10 the concentration of
OVAp compared to naive cells, whereas IFN-g production
started at a 1/100 concentration of OVAp compared to naive
OT-1 T cells (Figure 3D). Upon stimulation with a soluble pen-
tameric Kb-OVAp ligand, antigen-experienced OT-1 cells wered cells were taken at various time points during their expansion. The ratio of the
. Note that the T cells for the experiments depicted in (C) and (D) were isolated
monomeric to oligomeric TCR complexes. This ismost likely caused by the fact
, which will differ between donors. However, in both cases this ratio increased
ependent experiments each.
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Figure 2. Incidence of Oligomeric TCR Complexes on Murine
CD62LhiCD44lo and CD44hiCD62Llo CD4+ T Cells
(A) Enrichment of CD62Lhi and CD44hi CD4+ T cell populations. The overlay
plot shows the FSC profiles of the CD62Lhi and CD44hi CD4+ T cells.
(B) High magnification images (100,0003) of cell surface replicas of CD62Lhi
and CD44hi CD4+ T cells labeled with anti-CD3ε (2C11); the scale bar repre-
sents 100 nm.
(C) Quantitative analysis (mean ± SD) of distribution of gold particles between
clusters of the indicated sizes for CD62Lhi (gray bars) and CD44hi (black bars)
CD4+ T cells. The inset shows the statistical analysis as in Figure 1A. Quanti-
fication of five replicas of CD62Lhi cells (2718 particles) and five CD44hi cells
(3198 particles). Chi-square analysis as in Figure 1A; p < 0.0005.
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Avidity Maturation in T Cells100- to 3000-fold more sensitive, as evidenced by upregulation
of CD69 and the production of IFN-g (Figure 3E). The use of
recombinant pMHC ligands demonstrated that the increased
sensitivity of antigen-experienced T cells was independent of
changes in expression of adhesion molecules.
Finally, we generated OT-1 memory T cells in vivo by cotrans-
ferring naive OT-1 T cells and OVAp-loaded bone marrow-
derived DCs into C57BL/6 Ly5.1 Pep3b recipients. Six weeks
later, a small population of CD8+CD44hiLFA-1hi donor-derived
T cells was evident in the spleen and lymph nodes isolated
from the recipient animals (Figure 4A). The memory OT-1
T cells were more sensitive to stimulation with Kb-OVAp tetra-
mers than the naive OT-1 T cells, as measured by the expression
of CD25 and by IFN-g production (Figure 4B). Given that both
populations expressed equal amounts of the MHC class I
binding co-receptor CD8, this showed that the increased sensi-378 Immunity 35, 375–387, September 23, 2011 ª2011 Elsevier Inc.tivity of the memory OT-1 T cells was directly related to stimula-
tion via the TCR.
The small population of memory T cells in the recipient animals
(Figure 4A) did not allow us to purify enough of these cells to
perform a comparative EM analysis. Therefore, we stimulated
spleen cells obtained from the immunized recipient animals
and from nonmanipulated OT-1 mice with OVAp for 2 days
in vitro and expanded them in the presence of IL-2 for 6 more
days. Comparing the cell-surface replicas of anti-CD3-labeled
cells, in vitro-activated cells derived from memory OT-1 cells
expressed significantly more and larger TCR oligomers than
in vitro-activated cells derived from naive OT-1 cells (Figure 4C).
This suggested that the distribution of TCR complexes on the cell
surface of memory T cells was different from that of naive T cells
before in vitro activation because otherwise no difference in
distribution would be expected. This would also imply that
repeated stimulation with antigen resulted in an additional
increase in oligomeric TCR complexes.
A Critical Role for CD3z in TCR Oligomer Formation
and Antigen Sensitivity
The data presented above highlighted the correlation between
larger TCR oligomers and increased sensitivity to antigenic stim-
ulation, in line with our previous observation that oligomeric TCR
complexes are preferentially activated in the presence of small
amounts of antigen (Schamel et al., 2005). To establish whether
a causal relationship exists, we searched for mutations in TCR
subunits that could disrupt the formation of TCR oligomers.
We focused our attention on CD3z, because earlier biophys-
ical data showed that peptides representing the transmembrane
domain of CD3z not only formed dimers, but also tetramers
(Torres et al., 2002). Indeed, two leucine residues at positions
9 and 19 (L9 and L19) were shown to be critical for tetramer
formation but not for dimer formation. The structure of the
transmembrane domain of the CD3z shows that it forms a
symmetrical dimer (reproduced in Figure 5A; Call et al., 2006).
Although the L9 residue points toward the center of the dimer
and it is implicated in interstrand interactions between the two
CD3z chains of the dimer, the L19 residue points outward, in
a position favorable to form potential contacts with a second
CD3z dimer.
CD3z chains carrying a single L9A or L19A mutation were
generated and transfected into the CD3z-deficient MA5.8 deriv-
ative of the murine T hybridoma 2B4, specific for a moth cyto-
chrome c (MCC)-derived peptide (Sussman et al., 1988). Pools
of cells expressing the L9A or L19A CD3z chains were analyzed
for their ability to express the TCR complex at the cell surface
(Figure 5B). MA5.8 cells transfected with L19A CD3z expressed
similar levels of the TCR at the cell surface as MA5.8 cells trans-
fected with wild-type CD3z or the parental 2B4 line. L9A CD3z
only partially reconstituted the cell-surface expression of the
TCR complex, consistent with the previously described effect
of this mutation on dimer formation (Call et al., 2006). Given
that the amount of TCR expressed at the cell surface could influ-
ence the distribution of the TCR and the sensitivity of T cells, we
focused only on the L19A mutant.
Immunoprecipitation and immunoblot experiments showed
that L19A CD3z formed homodimers and was able to assemble
with the other CD3 components to a similar extent as wild-type
Figure 3. TCR Oligomer Enrichment Correlates with Increased Antigen Sensitivity
(A) Phenotype and purity of naive and antigen-experienced OT-1 T cell populations.
(B) High-magnification images (100,0003) of cell-surface replicas of naive and previously stimulated OT-1 T cells labeled with anti-CD3ε (2C11); the scale bar
represents 100 nm.
(C) Quantification (mean ± SD) of gold particle distribution on naive (gray bars) and antigen-experienced (black bars) OT-1 T cells. The inset shows the statistical
analysis as in Figure 1A. Quantification of ten naive cells (3733 particles) and nine previously stimulated cells (2928 particles) is shown. Chi-square analysis of
clusters of one, two, three, four, or more gold particles/cluster; p < 0.0005.
(D) Expression of CD25 (upper panel) and IFN-g production (lower panel) by naive and antigen-experienced OT-1 T cells (open and black circles, respectively)
after overnight stimulation with OVAp. Data are representative of three experiments.
(E) Expression of CD69 (upper panel) and IFNg production (lower panel) by naive and antigen-experiencedOT-1 T cells (open and black circles, respectively) upon
stimulation with an H-2Kb-OVAp pentamer for 3 and 24 hr, respectively. Data represent the mean ± SD of triplicates and are representative of three experiments.
Statistically significant differences in (D) and (E) were determined via a two-tailed Student’s t test.
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Avidity Maturation in T CellsCD3z (Figure 5C). However, L19A CD3z transfectants expressed
significantly fewer and smaller oligomeric TCR complexes at the
cell surface than wild-type CD3z-expressing cells (Figure 5D).
L19A CD3z transfectants could respond to high concentrations
of antigen in vitro, indicating that the mutation did not perturb
TCR signaling per se, but they were less responsive than wild-
type CD3z transfectants, when measured in terms of CD69
induction and IFN-g production (Figure 5E). Equal responsive-
ness of wild-type and mutant cells to activation with PMA and
ionomycin confirmed that the defect in TCR-dependent signaling
in mutant cells was not caused by differences in signaling path-Imways downstream of the TCR (Figure 5F). Thus, oligomeric TCR
complexes endow T cells with greater sensitivity to antigen.
TCR Oligomers Increase the Sensitivity
of Antigen-Experienced Primary T Cells
In order to determine the relevance of oligomeric TCR
complexes in vivo, we generated lentiviral vectors encoding
wild-type or L19A CD3z-GFP fusion proteins (zWTgfp and
zL19Agfp, resp.). These fusion proteins recapitulated the proper-
ties of their counterparts without GFP when expressed in MA5.8
cells (Figure S3).We transduced bonemarrow cells isolated frommunity 35, 375–387, September 23, 2011 ª2011 Elsevier Inc. 379
Figure 4. Antigen-Specific Memory T Cells Present Higher Sensitivity to Antigen and Further Skewing toward Larger Oligomeric TCR
Complexes after Reactivation
(A) Phenotype of OT-1 memory T cells generated in vivo. The top panel shows the proportion of CD45.2+CD8+ OT-1 memory T cells in superficial lymph nodes of
a C57BL/6 Ly5.1 Pep3b recipient. Overlays compare cell size and expression level of the molecules indicated on the CD45.2+CD8+ memory T cells (black lines)
and CD8+ T cells from a nonmanipulated OT-1 mouse (gray lines).
(B) Expression of CD25 and IFN-g production bymemory and naive OT-1 T cells (black and open circles, respectively) after 2 days of stimulation with H-2KbOVAp
tetramer. Statistically significant differences were determined via a two-tailed Student’s t test. Data represent the mean ± SD of triplicates and are representative
of three experiments.
(C) Quantification (mean ± SD) of gold particles on cell-surface replicas of naive and memory OT-1 T cell-derived lymphoblasts, stimulated and grown in vitro for
7 days (gray and black bars, respectively). The inset shows the statistical analysis as in Figure 1A. Quantification of anti-CD3ε labeling of replicas of seven naive
cells (4284 particles) and seven memory cells (5491 particles) is shown. Chi-square analysis as in Figure 1A; p < 0.0005. Data are representative for two inde-
pendent experiments.
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vectors or a GFP control vector, and reconstituted sublethally
irradiated C57BL/6 mice with the transduced bonemarrow cells.
Mice were sacrificed 6 weeks after reconstitution and the
capacity of the transduced bone marrow precursors to give
rise to thymic and peripheral T cells was assessed. zWTgfp
and zL19Agfp-expressing thymocytes differentiated similarly
into CD8 SP thymocytes, whereas GFP-expressing thymocytes
did not differentiate beyond the DP stage (Figure 6A). Consistent
with normal thymic differentiation, both zWTgfp and zL19Agfp-
expressing CD8+ OT-1 T cells were found in peripheral lymphoid
organs (Figure 6B). These cells had similar amounts of the TCR at
the cell surface, and their expression of CD69, CD25, CD28,
LFA-1, CD44, and CD62L was very similar to that observed on
control OT-1 T cells, indicating that they were naive, resting
T cells.
Ex vivo stimulation with graded amounts of the Kb-OVAp
tetramer showed that naive zWTgfp and zL19Agfp-expressing
T cells upregulated CD69 equally, but that the L19A expressing
T cells showed a somewhat reduced IFN-g response, especially
at low concentrations of tetramer (Figure 6C, left panels).
However, upon in vitro stimulation, expansion and restimulation
with tetramer, this difference in IFN-g production was much
more pronounced and coincided with a clearly reduced CD69
response (Figure 6C, right panels). The relative loss of sensitivity
coincided with a significant reduction in the number of oligo-
meric TCR complexes detected on the zL19Agfp-expressing
cells when compared to T cells reconstituted with the zWTgfp
chain (Figure 6D).380 Immunity 35, 375–387, September 23, 2011 ª2011 Elsevier Inc.C57BL/6 Ly5.1 Pep3b mice reconstituted with zWTgfp or
zL19Agfp-transduced OT-1 Cd3z/ bone marrow cells were
immunized with a recombinant, nonreplicative vaccinia virus
encoding the OVA protein (MVA-OVA) (El-Gogo et al., 2007)
to generate OVA-specific memory T cells. Two months later
CD45.2+CD8+GFP+ T cells were enriched from these animals
and an equal number of these cells were adoptively transferred
to Cd3e/ mice (lacking endogenous T cells) that were subse-
quently challenged with MVA-OVA. After 9 days we tested the
in vivo cytotoxic capacity of the transferred memory T cells by
inoculating the Cd3e/mice with CFSE-labeled CD45.1+ target
cells loaded with different amounts of OVAp (Figure 6E). Control
Cd3e/ animals that had been immunized with MVA-OVA but
had not received any T cells showed that the observed lysis of
target cells in the other groups was dependent on the transferred
memory T cells. The zL19Agfp-expressing effector memory cells
were clearly impaired in their response, as compared to zWTgfp-
expressing T cells.
DISCUSSION
We show that antigen-experienced T cells have an increased
proportion of TCR complexes organized into larger oligomeric
TCR complexes, as compared to their naive counterparts. Unlike
the TCR microclusters that form upon ligation with pMHC
(Choudhuri and Dustin, 2010; Yokosuka and Saito, 2010), the
TCR clusters studied here pre-exist, independent of TCR
ligands, are of nanometer dimensions, and could therefore be
named TCR nanoclusters. We show that the increase in TCR
Figure 5. A Mutation in the Transmembrane Region of CD3z Impairs TCR Oligomerization
(A) Representation of the transmembrane region of the CD3z dimer, generated by PyMol, with the data set deposited in the Protein Data Bank (ID code 2HAC) by
Call et al. (2006). The a-helix forming backbone is shown as a cartoon diagram. The side chains of all amino acids implicated in tetramer formation are drawn as
lines, except for the L9 and L19 residues whose side chains are represented as sticks. The amino acid sequences of wild-type, L9A, and L19A CD3z are shown
below. Residues important for in vitro tetramer formation (Torres et al., 2002) are highlighted in black type.
(B) Flow cytometric measurement of CD3ε surface expression by 2B4 cells, and MA5.8 cells either mock-transfected or transfected with wild-type, L9A, or
L19A CD3z.
(C) Assembly of wild-type or L19A CD3z chains within the TCR complex. Whole lysates or immunoprecipates with the indicated antibodies of cells lysed in Brij96
were run on nonreducing SDS gels, and immunoblots were probed with the antibodies indicated.
(D) Quantification (mean ± SD) of gold cluster distribution on anti-CD3ε-labeled MA5.8 cells reconstituted with wild-type CD3z (black bars) or L19A CD3z
(gray bars). The inset shows the statistical analysis as in Figure 1A. Quantification of replicas of 15 WT CD3z-reconstituted cells (12041 particles) and 21 L19A
CD3z-reconstituted cells (8348 particles) is shown. Chi-square analysis as in Figure 1A; p < 0.0005.
(E) Cell-surface expression of CD69 (upper panel) and IFN-g production (lower panel) by wild-type (black circles) or L19ACD3z (open circles) reconstitutedMA5.8
cells after overnight stimulation with MCCp. Statistically significant differences were determined via a two-tailed Student’s t test.
(F) Induction of CD69 upon stimulation for 6 hr with 10 ng/ml PMA and 1 mM ionomycin. Data in (E) and (F) represent the mean ± SD of triplicates and are
representative of two experiments.
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antigenic stimulation, suggesting that the reorganization of the
TCR complexes is a mechanism by which effector and memory
T cells acquire their increased antigen sensitivity. We provide
genetic evidence of the importance of oligomeric TCR com-
plexes in the sensitivity of T cell lines and antigen-experienced
and memory T cells in vitro and in vivo.ImBecause of its inefficiency, our gold labeling procedure cannot
be used to provide accurate estimates of the absolute size of
TCR oligomers. However, it can be used in a comparative
manner. Thus we can conclude that activation and differentiation
into memory T cells is accompanied by enrichment in TCR
nanoclusters, but we cannot conclude that the observed pre-
ponderance of clusters of one or two gold particles on naivemunity 35, 375–387, September 23, 2011 ª2011 Elsevier Inc. 381
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present in a monomeric or dimeric state. Our functional data
on the IFN-g response of naive L19A CD3z expressing OT-1
T cells show some reduction in antigen sensitivity as compared
to the WT cells. This indicates that either the small percentage
of larger TCR oligomers that we detect by the gold labeling
on naive T cells are quantitatively important at low concentra-
tions of antigen and/or that our labeling method underesti-
mates the size of the TCR oligomers on naive T cells. It would
also suggest that the induction of the IFNg response requires
stronger signals than the CD69 response. In this regard, TCR
oligomers could serve to provide a stronger signal because
they may amplify TCR signals (Martı´nez-Martı´n et al., 2009;
Schamel et al., 2006).
Our studies on double TCR-transgenic mice, using FRET,
comodulation and coprecipitation techniques, showed that
TCRs of different antigen specificity are physically associated
(Ferna´ndez-Miguel et al., 1999). BN-PAGE and immuno-gold
EM analysis indicated that the TCR is expressed as a mixture
of oligomers of different size in nonstimulated resting T cells,
ranging from single complexes to clusters of 20 or more TCR
complexes (Schamel et al., 2005). Analysis of membrane sheets
by EM has shown that many membrane receptors are nonran-
domly associated, forming ‘‘protein islands’’ supported by
cholesterol and the underlying cytoskeleton (Lillemeier et al.,
2006). The TCR is one such receptor, as demonstrated in addi-
tion by two high-resolution confocal microscopy techniques
(Lillemeier et al., 2010). The oligomeric TCR complexes we
observe are unlikely induced by our antibody labeling method,
given a panel of controls shown previously (Schamel et al.,
2005) and in this paper: cells are fixed with aldehydes before
labeling with antibodies; the complexes can be detected by anti-
bodies specific for different chains of the TCR complex; deple-
tion of cholesterol before fixing and labeling with antibodies
disrupts TCR oligomers; the size of the TCR oligomers differs
between naive and antigen-experienced T cells, even when
detected with the same antibody; the change in oligomeric
TCR size can also be detected by an independent method,
BN-PAGE; a single genetic mutation can impair oligomeric
TCR formation. Hence our data, along with studies using alterna-
tive techniques (Lillemeier et al., 2010), show that the TCR is
expressed as pre-existing oligomers before the T cell is engaged
by its MHCp ligand. Furthermore, the effect of the L19AmutationFigure 6. The Role of Oligomeric TCR Complexes In Vivo
(A) Differentiation capacity of thymocytes from OT-1 Cd3z/ bone marrow prec
(B) Expression of the zL19Agfp chain permits the generation of naive OT-1 CD8+ T
OT-1 mice (shaded histogram) and Va2+GFP+ cells from zWTgfp (dashed black
(C) Functional analysis of zWTgfp- (black circles) and zL19Agfp- (open circles) e
expansion in presence of IL2 (right panels). Cells were (re-)stimulated overnight
panels) were measured by flow cytometry. Statistically significant differences w
triplicates and are representative of seven independent reconstitutions and two
(D) Quantification (mean ± SD) of gold distribution on the cell surface of anti-CD3ε
bars) CD3z-GFP chains. The inset shows the statistical analysis as in Figure 1A.
seven L19A CD3z-GFP reconstituted cells (4257 particles) is shown. Chi-square
shown; p < 0.0005.
(E) In vivo cytotoxicity assays. The two left columns show the presence of the tra
detected in these mice are GFP+ and Va2+. Histograms show the relative distribut
mean ± SD of the cytotoxic responses in three mice that received wild-type CD3
expressing T cells (open circles). Statistically significant differences were determin
Imon sensitivity of antigen-experienced T cells suggests that the
TCR is functionally multivalent in this population.
Recent findings on TCR-MHCp ligand interactions could be
consistent with the existence of pre-activation TCR oligomers.
The on-rate of TCR-MHCp binding observed by FRET in vivo
between T cells and APC membranes is increased by 100-fold
as compared to the TCR-MHCp on-rate in solution (Huppa
et al., 2010). This suggests cooperativity in binding between
TCRs, which could be achieved by their organization in TCR olig-
omers in protein islands. Micropipette adhesion frequency
assays used to measure TCR-MHCp interactions showed not
only a similar increase in TCR-MHCp on rate (Huang et al.,
2010), but also showed that interaction events clustered in
time, meaning that the probability of interaction was higher
when an interaction had occurred in the immediately previous
cycle of this assay (Zarnitsyna et al., 2007). One possible expla-
nation for this effect could be that such clusters of interaction
represent sequential interaction of the individual TCRs
complexes within a TCR oligomer with the single MHCp ligand
on the opposing membrane.
The increase in the size of oligomeric TCR complexes during
the transition from naive to antigen-experienced T cells is
a cell-inherent process that takes several days. This redistribu-
tion is maintained in the absence of antigen or continued contact
with APCs, given that the oligomeric TCR complexes can be
detected on T cells that have been maintained in single-cell
suspensions. It is dependent on the presence of cholesterol
in the membrane because both oligomeric TCR complexes
(Schamel et al., 2005) and strong MHC-binding (Drake and
Braciale, 2001; Fahmy et al., 2001; Uhlin et al., 2003) are lost in
cells exposed to methyl-b-cyclodextrin. An increase in mem-
brane-associated cholesterol in antigen-experienced T cells
could be important for permitting the generation of larger TCR
oligomers. Such lipid changes do occur upon stimulation of
T cells with TCR antibodies and are stably acquired by memory
T cells in vivo (Kersh et al., 2003; Tani-ichi et al., 2005). Changes
in the lipid composition of the membrane would also explain why
the increase in the size of TCR oligomers takes several days (see
Figure 1D). In addition, the effect of the L19A mutation suggests
an alternative, although not excluding, role for protein-protein
interactions in the formation of TCR oligomers. The outward
position of the L19 residue in the transmembrane domain of
CD3z (Call et al., 2006), and its role in the formation of CD3zursors transduced with the indicated constructs.
cells. Overlay plots show expression of themolecules indicated on Va2+ cells of
line) and zL19Agfp (gray line) reconstituted animals.
xpressing T cells directly ex vivo (left panels) or after previous stimulation and
with Kb-OVA tetramers and CD69 (top panels) and IFN-g production (bottom
ere determined via a two-tailed Student’s t test. Data are the mean ± SD of
to six functional experiments.
-labeled antigen-experienced T cells expressing WT (black bars) or L19A (gray
Quantification of seven WT CD3z-GFP reconstituted cells (3137 particles) and
analysis of one, two, three, four, five, six or more gold particles per cluster is
nsferred memory T cells in the CD3ε-deficient mice. Note that all CD8+ T cells
ion of target cells in the control and experimental groups. The graph shows the
z-expressing T cells (black circles) and in two mice that received L19A CD3z-
ed via a two-tailed Student’s t test. Data are representative of two experiments.
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mutation disrupts the interaction between neighboring TCR
complexes. Accordingly, the CD3z transmembrane domain
would be part of the TCR-TCR interaction surfaces. In this
regard, the effect of Ca mutants on the dimerization of TCRa/
TCRb chimeras containing the signaling cytoplasmic tail of the
erythropoietin receptor (Kuhns et al., 2010) indicates that the C
and F strands of Ca could be part of the same interaction site,
or constitute independent interaction sites. The symmetry of
the CD3z transmembrane domain would by itself permit a repeti-
tion of this interaction, leading to the formation of TCR oligomers.
Finally, it could be that each TCR complex contains one CD3z
homodimer or, again given its symmetry, that the homodimer
is shared by two adjacent TCRs in an oligomer. According to
this hypothesis, the level of CD3z expression would control
TCR oligomerization in such manner that an excess of CD3z
would favor monomeric TCRs, whereas if CD3z is limiting the
TCRs would tend to share CD3z and form oligomers. Cd3z
gene transcription and translation are decreased upon activation
of T cells (Tenbrock et al., 2005), and this could change the ratio
between CD3z and the other TCR components. Therefore, an
increase in plasma membrane cholesterol content and/or
reduced transcription of CD3z could be mechanisms that regu-
late TCR oligomerization during naive-memory T cell transition.
Howmight oligomeric TCRs increase the sensitivity of T cells?
T cell activation is dependent on the interaction with multivalent
MHCp ligands (Boniface et al., 1998; Cochran et al., 2000),
which induces a structural rearrangement in the TCR complex
required for signaling (Minguet et al., 2007). MHC molecules on
the cell surface of APCs can form clusters that may even be
enriched for particular antigenic peptides (Anderson et al.,
2000; Kropshofer et al., 2002). However, stimulation by adjacent
MHC molecules presenting identical antigenic peptides is not
absolutely required for T cell activation because soluble bivalent
MHC complexes presenting one antigenic peptide in combina-
tion with another unrelated peptide can stimulate T cells (Krogs-
gaard et al., 2005). Thus, a MHCp cluster in which at least one of
the bound peptides is an agonist for the TCR of the interacting
T cell could activate this cell. TCR oligomers would enhance
the avidity for such multimeric MHCp, which would be especially
critical if an agonist peptide is presented next to low-affinity self-
peptides. In addition, TCR oligomers could allow spreading of
TCR activation from the agonistic MHCp-engaged TCR to the
adjacent ones. For example, this could be mediated via lateral
ITAM phosphorylation within the TCR oligomer by agonist
MHCp-dependent Lck recruitment. Alternatively, the TCR itself
could cause lateral spreading. Conformational changes transmit
information on ligand binding to the cytoplasmic tails of the CD3
signaling subunits (Gil et al., 2002). Hence, TCR oligomers could
facilitate signal spreading by permitting the transmission of the
active conformation from agonist MHCp-contacted TCRs to
others within the same oligomer (Schamel et al., 2006). Such
a cooperative effect was recently demonstrated by expressing
a conformational inactive mutant of CD3ε in T cells that have
an excess of endogenous wild-type CD3ε (Martı´nez-Martı´n
et al., 2009). The conformational inactive mutant prevents the
active conformation from being adopted by the TCRs containing
wild-type CD3ε. Therefore, in addition to higher avidity for
antigen derived from the multivalency of the TCR oligomers,384 Immunity 35, 375–387, September 23, 2011 ª2011 Elsevier Inc.the organization of the TCR into oligomers would facilitate
extensive cooperativity between agonist MHCp-engaged TCRs
and TCRs engaged by self-peptide/MHC complexes. Accord-
ingly, previously activated and memory T cells would have
greater antigen sensitivity than naive T cells because more
and larger TCR oligomers would increase the chance of a multi-
valent TCR-MHC interaction and permit more extensive signal
spreading.
Our data show that the extent of antigen-independent
TCR oligomerization increases in the transition from naive to
antigen-experienced T cells and that this oligomerization
provides antigen-experienced T cells with greater sensitivity.
Future studies should focus on the molecular mechanisms of
TCR oligomer formation and enrichment, providing a potential
tool to strengthen or weaken T cell responses at will.
EXPERIMENTAL PROCEDURES
Mice
C57BL/6 mice, Cd3z/ mice (Love et al., 1993), Cd3e/ mice (DeJarnette
et al., 1998), OT-1 mice (Hogquist et al., 1994), and C57BL/6 Ly5.1 Pep3b
(CD45.1+) mice (kindly provided by C. Ardavin, Centro Nacional de Biotecno-
logı´a, Madrid) were maintained under SPF conditions at the animal facility of
the ‘‘Centro de Biologı´a Molecular Severo Ochoa’’ in accordance with current
national and European guidelines. All animal procedureswere approved by the
ethical committee of the ‘‘Consejo Superior de Investigaciones Cientı´ficas.’’
T Cell Purification and Culture
Human PBLs, obtained via density centrifugation of whole blood, were grown
for 2 days in RPMI with 10% FCS, Pen/Strep and glutamine (RPMI-10), and
PHA (2 mg/ml). Cultures were washed and expanded in RPMI-10 with IL2 for
5–9 days. More than 90% of the cells in these cultures were T cells. Fresh
human T cells were enriched to >80% purity from whole blood by density
centrifugation, panning of macrophages and monocytes, and depletion of
B cells through nylon wool columns. Murine CD4+ CD44hiCD62Llo and
CD62LhiCD44lo T cells were enriched from spleen and lymph nodes of
C57BL/6 mice with mouse CD4 memory and naive T cell enrichment kits
(R&D Systems). Naive OT-1 T cells were enriched from lymph nodes by
depleting CD4+ and CD24+ cells with magnetic beads (Invitrogen Dynal
Beads). Antigen-experienced OT-1 T cells were generated by stimulating
spleen cells of OT-1 mice with 10 pM of OVAp (SIINFEKL) and 0.5 mg/ml
anti-CD28 (BD PharMingen) in RPMI-10. After 2 days, the cells were washed
and cultured for 6 more days in fresh RPMI-10 supplemented with recombi-
nant IL2.
Immunogold Labeling, Replica Preparation, and EM Analysis
Immunogold labeled cell surface replicas were obtained as described previ-
ously (Pinto da Silva and Kan, 1984; Schamel et al., 2005) and detailed in
the supplemental materials and methods. Gold particles were either directly
counted in the EM at 25,0003 magnification or nine overlapping photos of
each cell replica (taken at 10,0003 magnification) were merged into a single
image with TVIPS software (TVIPS, Gauting, Germany) and gold particles
were counted on a PC. Particles were counted as part of a cluster if the
distance to the next gold particle was less than the diameter (10 nm) of the
gold particles, taking into account that the diameter of the TCR-CD3 complex
is estimated to be between 12 and 18 nm (Arechaga et al., 2010; Sun et al.,
2004). The Student’s t test was used for determining statistically significant
differences in the percentage of gold particles in clusters of a given size, as
indicated in the figure legends. The chi-square test was applied to test statis-
tically significant differences in overall distribution of gold particles, as indi-
cated in the figure legends.
BN-PAGE, IP, SDS-PAGE, and Immunoblotting
Preparation of membrane fractions and BN PAGE were performed as
described (Schamel et al., 2005; Swamy et al., 2006). IP, SDS-PAGE, and
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anti-CD3z serum has been described (San Jose´ et al., 1998). The anti-CD3ε
mAb M-20 was purchased from Santa Cruz.
Generation of Mutated CD3z Chain Constructs
The L9A and L19A mutants of CD3z and GFP-fusion constructs were gener-
ated by standard procedures as detailed in the Supplemental Experimental
Procedures. The lentiviral expression vector pHRSIN-CSGW-dlNotI was kindly
provided by J.A. Pintor, CABIMER-CSIC, Sevilla.
Bone Marrow Reconstitution
Total bone marrow cells or Lin -enriched hematopoietic precursors were
obtained from femurs from 8-10 weeks old OT-1 Cd3z/ mice inoculated
two days before with 150 mg/kg fluoracil. Lentiviral particles production and
transduction of hematopoietic precursors were performed as described
(Martı´nez-Martı´n et al., 2009). Transduced cells were injected into sub-
lethally irradiated (6 Gy) C57BL/6 or C57BL/6 Ly5.1 Pep3b recipient mice
(1 to 53 106 cells/mouse). Recipient mice were kept on drinking water supple-
mentedwith tetracycline (200 mg/ml, Sigma) for 6–8weeks before sacrifice and
analysis.
T Cell Stimulation
All stimulation assays were performed in RPMI-10 supplemented with sodium
pyruvate (0.01% w/v) and b-mercapto-ethanol (10 mM). OT-1 T cells were
stimulated with OVAp (SIINFEKL)-loaded, thioglycolate-induced primary
macrophages from C57BL/6 mice or with KbOVAp pentamers (ProImmune)
or KbOVAp tetramers (Daniels and Jameson, 2000). MA5.8 cells were stimu-
lated in flat-bottom plates with I-Ek- and CD80-transfected DCEK fibroblasts
(Ronchese et al., 1987) loaded with MCCp (ANERADLIAYLKQATK). PMA
and ionomycin were used at a final concentration of 10 ng/ml and 1 mM,
respectively.
In Vivo Cytotoxicity Assays
Wild-type and L19A mutant OT-1 memory T cells, generated via immunization
of reconstituted C57BL/6 Ly5.1 Pep3b mice with 1 3 107 PFU MVA-OVA
(El-Gogo et al., 2007), were enriched by first depleting CD4+ and CD19+ cells
and then depleting the remaining CD45.1+ cells, and subsequently, equal
numbers of wild-type and mutant CD8+ T cells into Cd3e/ mice immunized
with 13 107 PFUMVA-OVA were transferred. Nine days later, a mixture of 13
107 CD45.1+ spleen cells, labeled with 4, 0.8, 0.016 or 0.0032 mM CFDA-SE
and loaded with 0, 1000, 100 or 10 nM OVAp, respectively, were injected i.v.
into these mice. The next morning spleens were isolated and analyzed via
flow cytometry. Specific killing was calculated using the formula:
100
  
%CFSE OVAp½xexp
%CFSE OVAp½0exp
!
3
  
%CFSE OVAp½0ctrl
%CFSE OVAp½xctrl
!
3 100
!!
:
Flow Cytometry
Cells were preincubated with the anti-CD16/32-specific mAb 2.4G2 in PBS,
1% BSA, and 0.02% sodium azide before labeling with saturating amounts
of the indicated fluorochrome-labeled or biotinylated mAbs and, where appli-
cable, fluorochrome-labeled streptavidin (reagents purchased from BD Phar-
Mingen, eBioscience, Immunotools, andMiltenyi). For detection of intracellular
IFN-g, Brefeldin A was added 4 hr before the end of the culture. Cells were
surface-stained, fixed, and permeabilized with a commercial kit (BD PharMin-
gen) and stained with an anti-murine IFNg mAb. Labeled cells were acquired
on FACSCalibur or FACSCanto II flow cytometers (Becton Dickinson) and
the data analyzed with FlowJo software (TreeStar).SUPPLEMENTAL INFORMATION
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